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Resumo 
 

Neste trabalho, o sal biliar empregado foi  o colato de sódio (NaC) para estudar o 

processo de ligação competitiva entre NaC e o dodecilsulfato de sódio (SDS) sobre a 

albumina do soro bovino (BSA), em uma solução tampão 0,02 M tris-HCl, em pH 7,5 e a 

25 °C. A associação entre o NaC e o SDS com a BSA foi monitorado em baixas 

concentrações de surfactantes onde somente o processo de ligação específica se 

desenvolve, e também foi acompanhado em altas concentrações de surfactante onde o 

processo de ligação cooperativa pode ser observado. 

Em baixas concentrações de surfactante, a metodologia aplicada para monitorar o 

processo de ligação específica está baseada na análise do efeito da concentração SDS e do 

NaC e ainda de misturas destes surfactactantes, sobre a intensidade de fluorescência dos 

resíduos de triptofano da BSA. A metodologia é empregada para se medir a quantidade de 

monômeros de surfactante distribuidos sobre a molécula de proteína onde a ligação 

ocorre, como pode ser observado pela supressão da fluorescência dos grupos cromóforos. 

A análise, baseada na quantidade de molécula de surfactante ligada sobre a proteína, 

indicou que o SDS é um supressor de fluorescência mais eficiente que o sal biliar. São 

necessárias 4-6 moléculas de NaC ligadas sobre a proteína para se obter a mesma 

eficiência na supressão que uma única molécula de SDS.  

Em altas concentrações de surfactante, os perfis das bandas de emissão de 

fluorescência são apresentados pela razão de A0/A em função da concentração de 

surfactante, onde A0 e A representam as áreas das bandas de emissão na ausência e em 

presença de surfactante, respectivamente. Uma outra metodologia, onde emprega-se 

gráficos de condutividade elétrica em função da concentração de surfactante, foi usada, 

para misturas de SDS e NaC, para investigar o processo de associação, e para determinação 

de parâmetros de ligação, como concentração de agregação crítica, cac, e concentração 

micelar crítica, cmc.  

Os estudos foram realizados em diferentes concentrações de surfactantes, visando estudar 

desde as ligações específicas formadas pelos monômeros de surfactantes com a cadeia 

proteíca, até, com o aumento da concentração de surfactante,  as ligações cooperativas, 
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formadas pelos agregados micelares com a BSA. O método utilizado para monitorar o 

processo de ligação está baseado na análise do efeito da concentração dos surfactantes 

sobre a intensidade de fluorescência dos resíduos do triptofano da BSA. Como 

metodologia alternativa, foram realizadas medidas de condutividade elétrica em função 

da concentração de surfactante, para monitorar e interpretar a variação de parâmetros de 

ligação, como a concentração de agregação crítica (cac). A vantagem de utilizar estas 

medidas clássicas reside no fato de que elas já foram largamente utilizadas para sistemas 

compostos de misturas de polímeros neutros e surfactantes aniônicos e as características 

dos perfis, bem como suas interpretações, serão usadas neste trabalho como suporte para 

interpretação dos resultados.
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Abstract 
 

In this study sodium cholate (NaC) was used as a representative bile salt for the 

competitive binding between NaC and sodium dodecyl sulfate (SDS) in bovine serum 

albumin (BSA), in 0,02 M tris-HCl buffer solution at pH 7,50 and 25 °C. The NaC and 

SDS associations with BSA were monitored at low surfactant concentrations where only 

this specific binding process can develop, and too at high surfactant concentrations where 

the cooperative binding process can observed.  

At low surfactant concentrations, the applied method to monitor the binding was 

based on the analysis of the effect of SDS and NaC concentrations and their mixtures upon 

the fluorescence intensity of the BSA tryptophan residues. This consists of the 

measurement of the surfactant monomer partitioning between the dispersion medium and 

the microaggregates on the protein molecule where the binding is indicated by the 

quenching of the fluorescence chromophores. The analyses, based on the average number 

of surfactant molecules bound on the protein, indicated that the SDS is a more efficient 

quencher than the bile salt. The need for 4–6 NaC bound molecules to give the same 

protein quenching efficiency by a single molecule of SDS was estimated.  

 At high surfactant concentrations, plots of the fluorescence emission bands in terms 

of the A0/A ratio vs surfactant concentrations, where A0 and A represent the areas of 

emission bands in the absence and presence of the surfactants, respectively. An alternative 

methodology, the specific conductivity vs surfactant concentration plots, was used, which 

involves mixtures of SDS and NaC to investigate the association processes, through the 

determination of the critical aggregation concentration, cac, and the critical micellar 

concentration, cmc.  
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CAPÍTULO I 

 
 
 
 
 
 

Introdução 
 
 

 
1. Surfactantes  

 

1.1. Um pouco de história 
 

Os primeiros registros encontrados, de material similar ao sabão convencional, são 

de aproximadamente 2800 a.C. e foram encontrados em cilindros de barro durante 

escavações da antiga Babilônia. As inscrições revelam que os habitantes ferviam gordura 

com cinzas. Sabe-se, ainda, que os antigos egípcios tomavam banho regularmente e, este 

conceito, evoluiu juntamente com as civilizações, em especial na Romana. De acordo com 

uma antiga lenda romana, a palavra saponificação tem sua origem no Monte Sapo, onde 

ocorriam sacrifícios de animais. Com as chuvas, um material formado de uma mistura de 

cinza, barro e do sebo animal (gordura) derretido, era arrastado para as margens do Rio 

Tibre. Essa mistura resultava numa borra (sabão). As mulheres descobriram que, usando 

esta borra, as roupas ficavam muito mais limpas. A essa mistura os romanos deram o nome 

de sabão e à reação de obtenção do sabão de Reação de Saponificação [63].  

Com a queda do império Romano, veio também o declínio dos hábitos de banho e a 
Europa sentiu o impacto da sujeira sobre a saúde pública. A falta de asseio pessoal, aliada 

às condições insalubres de vida, contribuiu para as grandes epidemias da Idade Média e, em 
especial, para a Peste Negra do século XIV [63].   

Foi o químico francês Nicolas Leblanc, quem deu o primeiro grande passo rumo á 
fabricação comercial de sabão. Seu processo,  patenteado em 1791, utilizava sal comum 

para produzir barrilha (carbonato de sódio), o elemento ativo encontrado nas cinzas, que se 
juntava à gordura para fazer o sabão [63].  
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Atualmente, os surfactantes estão presentes com uma freqüência diária na sociedade 
moderna. A maior utilização dos surfactantes concentra-se na indústria de produtos de 
limpeza (sabões e detergentes), na indústria de petróleo e na indústria de cosméticos e 

produtos de higiene.  
 
 
1.2. Denominação e classificação 
 

Surfactante (Surfactant em inglês) é uma abreviação para a expressão “surface 

active agent” [46], termo que, literalmente, significa agente de atividade superficial. Um 

surfactante, portanto, é uma substância caracterizada pela capacidade de alterar as 

propriedades superficiais e interfaciais de um líquido e, por isso, são também chamados de 

tensoativos. O termo interface denota o limite entre duas fases imiscíveis, enquanto o termo 

superfície, indica que uma das fases é gasosa [2, 46].  

O termo surfactante refere-se a uma classe de compostos químicos, tecnicamente 

conhecida como anfifílicos (da palavra grega amphi que significa ambos), em cuja estrutura 

molecular existem duas regiões distintas: uma hidrofílica (polar), que tem afinidade com a 

água e, uma outra parte hidrofóbica (apolar), que tem afinidade com moléculas apolares 

como gorduras [1,2]. Quando em solução aquosa, usualmente estas duas partes moleculares 

são chamadas de cabeça e cauda, respectivamente. A Figura 01 ilustra, de forma bastante 

simples, uma molécula de surfactante. 

Grupo hidrofílico 
ou cabeça

Grupo hidrofóbico ou cauda
Grupo hidrofílico 
ou cabeça

Grupo hidrofóbico ou cauda

Figura 01: Ilustração de uma molécula de surfactante 

 
Os surfactantes podem ser classificados, de acordo com a natureza do grupo 

hidrofílico, em quatro classes: 
a) Catiônicos: quando possuem a parte hidrofílica da molécula constituída por um 

átomo ou grupo carregado positivamente; 
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b) Aniônicos: a parte hidrofílica é constituída por um grupo carregado negativamente; 

c) Zwiteriônicos (Anfóteros): possuem grupos com características ácida ou básica e 

passam a ter o comportamento aniônico ou catiônico dependendo do pH do meio no 

qual se encontram; 

d) Não-Iônicos: são aqueles que apesentam estrutura molecular com uma parte polar 

que interage fortemente com a água, principalmente por ligações de hidrogênio. 

 
Exemplos típicos de surfactantes das quatro diferentes classes acima descritas estão 

apresentados na tabela 01. 
 

Tabela 01: Alguns exemplos de surfactantes 
 
 
 

C

O
Na

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

O

N

CH3

CH3

CH3

Na

Br

O S
O

O

O

 
 

Os surfactantes apresentam alguns comportamentos característicos quando em 
solução como, por exemplo, diminuem a tensão interfacial por causa da adsorção e 

orientação na interface [4]. Assim, eles têm a tendência e a capacidade de adsorverem-se 
em interfaces como ar-água, óleo-água, em polímeros produzindo estruturas ordenadas e 
em sólidos produzindo melhoramento em propriedades de materiais para fins práticos e 

industriais.  

aniônico - dodecanoato de sódio (SDoD)

aniônico - dodecilsulfato de sódio (SDS)

catiônico - trimetilhexadecilamônio (CTAB)

O
O

O O OH

não iônico - álcool graxo etoxilado

N

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades tensoativas, isto é, 
diminuem a tensão superficial e possuem alta capacidade emulsificante, são denominados 

biossurfactantes. Usualmente, eles provem de subprodutos metabólicos de bactérias, 
fungos e leveduras. Os biossurfactantes apresentam diversas vantagens em relação aos 
surfactantes sintéticos, podendo ser utilizados em uma gama de aplicações industriais, 

entretanto, ainda não são amplamente utilizados devido ao alto custo de produção, 
associados a métodos ineficientes de recuperação do produto e o uso de substratos caros. 

 
 

1.2.1. Sais biliares 
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Sais biliares são anfifílicos naturais produzidos na vesícula biliar. Nos mamíferos, 

sua principal função fisiológica é a emulsificação e o transporte de gorduras hidrolisadas e 

de lipídios provenientes dos alimentos [39,56,64]. Neste processo metabólico, a estrutura 

ativa responsável pelo transporte é formada por micelas mistas complexas dos sais com 

lipídios como monoglicerídeos, ésteres de ácidos graxos, colesterol, fosfolipídios além de 

enzimas, proteínas [64]. Os ácidos biliares podem ser divididos em primários e secundários. 

Os ácidos biliares primários são derivados do colesterol e sintetizados no fígado e,  

geralmente, eles estão conjugados com glicina ou taurina. Os ácidos biliares secundários 

são mais tarde modificados por bactérias no intestino, desempenham um papel importante 

na digestão e absorção de gordura [64].  

A Figura 02 apresenta as estrutura do ácido biliar colato de sódio (NaC), mostrando 

a estrutura cis do anel e o modelo em “bolas” para melhor visualização da parte hidrofílica 

do monômero.  

 

Figura 02: Representações estruturais do ácido cólico, mostrando a posição cis do 

anel  e o modelo estrutural de “bola”. 
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Observa-se na Figura 02, que o grupo carboxílico em meio básico é dissociado 

gerando uma carga residual negativa, enquanto que as hidroxilas posicionam-se contrárias 

aos grupos apolares.  Estruturalmente, a única diferença entre o NaC e o deoxicolato de 

sódio (NaDC), é que o segundo apresenta uma hidroxila a menos na posição 7 do anel. 

 
 

1.3. Micelas 
 

 Em baixas concentrações, os monômeros de surfactantes iônicos atuam como 
eletrólitos fortes. No entanto, em concentrações mais elevadas, os monômeros organizam-

se em agregados, estruturalmente organizados, chamados de micelas [2,3,4]. Este fenômeno 
deve-se à ação do efeito hidrofóbico, isto é, a alta organização das moléculas de água, que 
promovem naturalmente a associação das caudas hidrofóbicas dos monômeros, resultando 

na formação de agregados. Este processo é espontâneo e altamente cooperativo [5].  
Micelas, portanto, são nanoagregados de moléculas de surfactantes em equilíbrio 

com seus monômeros livres em solução (veja Figura 03).  

Figura 03: Equilíbrio de formação de micelas em solução [3] 
 

Quando a concentração de surfactante é aumentada, o início da formação de 
agregados micelares é definido através de uma brusca variação de propriedades físico-

químicas da solução [4,6,7]. Esta concentração é denominada concentração micelar crítica 
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(cmc). A cmc pode ser definida, portanto, como a menor concentração de surfactante na 
qual formam-se as micelas. A cmc é um parâmetro micelar que depende de fatores como 
hidrofobicidade da cadeia hidrocarbônica, da carga do surfactante, da natureza da cabeça 

polar e do contra-íon e, do tipo e da concentração de eletrólito adicionado à solução.  
Figura 04: Modelo de distribuição dos monômeros de surfactante em solução 

aquosa. [46] 
A Figura 04 ilustra um modelo de distribuição dos monômeros de surfactante em 

uma solução aquosa onde se pode observar: (i) a monocamada de monômeros localizada na 
interface água-ar; (ii) monômeros de surfactantes livres na solução e (iii) a micela. 

 A repentina variação de propriedades físicas da solução micelar, observada na cmc, 

ocorre numa faixa de concentração mas,  por conveniência, pode ser definida por um ponto 

do perfil. A grandeza do intervalo depende da propriedade física utilizada. Desta forma, a 

Figura 05 mostra diferentes perfis representando a variação da concentração do surfactante 

com propriedades físicas.  

Figura 05: Técnicas mais utilizadas para determinação da cmc [46] 

 
 

i. Formação de Agregados de Sais Biliares  

 
Estudos do processo de micelização dos sais biliares têm contribuído para um melhor 

entendimento de processos como fenômenos de interação em membranas biológicas, 

secreção biliar e solubilização do colesterol. Devido sua particular estrutura e a rigidez 

da molécula de um sal biliar, as propriedades de agregação são diferentes quando 

comparadas com surfactantes clássicos [37,58,65-67]. A estrutura dos sais biliares em 

água vem sendo investigada, extensivamente, e tem sido motivo de discussão desde a 
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década de 60 [37,54 58,65,68,72]. A Figura 06 apresenta alguns dos modelos de 

Figura 06: Representação de modelos propostos na lit

agregados propostos para os sais biliares nos últimos anos. 

eratura para a estrutura das 

A Figura 06 apresenta os seguintes modelos: 

ol. [54]: Os autores propuseram a 

micelas de sais biliares 

 

(i) Modelo proposto por Small e c

formação de micelas primárias (em forma de disco com uma ou duas 

camadas de monômeros) e secundárias (formadas com ligação de 

hidrogêndio entre as micelas primárias). Eles concluíram que, na cmc, 

são formadas somente micelas primárias compostas de até 10 

monômeros, presumivelmente, induzidas por interações hidrofóbicas 

entre as partes apolares dos monômeros. Com o aumento da 

concentração, as micelas crescem formando, então, as micelas 

secundárias via ligações de hidrogênio entre os grupos hidroxílicos. 
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(ii) A estrutura (ii) é o modelo proposto por Kawamura e col. [55]. As 

micelas teriam a forma de disco e cresceriam com o aumento da 

concentração. 

(iii) Giglio e col. [73] propuseram um modelo de estrutura helíptica com 

contra-íons e moléculas de água dentro da estrutura micelar. 

 

Oakenfull e Fisher [68], discordando de Small, propuseram que as micelas 

primárias são formadas via ligações de hidrogênio. Usando técnicas de espalhamento de 

luz, Kratohvil e colaboradores [40] determinaram o número de agregação na cmc, em 

diferentes concentrações de sal, e os resultados são consistentes com a formação de 

espécies de dímeros por ligações de hidrogênio. Eles também presumiram que, com o 

aumento da concentração de sal biliar, a formação de agregados maiores ocorre por 

interações hidrofóbicas. 

Recentemente, Warrem e col. [72], estudando interação de sais biliares, concluíram 

que a associação é um processo espontâneo. Os autores empregaram o software 

GROMACS para a realização de simulações do comportamento dos sais biliares em 

solução, ao longo do tempo, e observaram que, após 20 ns, as micelas se formam 

espontaneamente. Eles ainda concluíram que, os agregados crescem com o passar do 

tempo, estabilizando seu tamanho após, aproximadamente, 12 ns. Eles também concordam 

com o modelo proposto por Small e col. [54].  

A simples busca na literatura sobre o processo de micelização de sal biliar e 
propriedades como, cmc, número de agregação, mecanismo de auto-associação e 

morfologia, são suficientes para demonstrar as divergências de opiniões. Em particular, o 
uso de sondas fluorescentes hidrofóbicas [68,71], sondas de “spin” (baseadas em 

ressonância eletrônica de spin-ESR) [54] ou ainda o uso de outras técnicas [55,59,65,70], 
freqüentemente conduzem a resultados contrastantes, obviamente por causa da participação 

efetiva da sonda no processo de análise. A própria existência da cmc permanece ainda 
como assunto de muita controvérsia entre os cientistas [59,65,71]. 

O modelo mais recente foi o proposto Bohne e colaboradores [75], que estudaram 
extensivamente a interação de sais biliares utilizando diversas sondas fluorescentes 

deriavadas do naftaleno. Eles concluiram que, inicialmente (em baixas concentraões de 
surfacntante, até cerca de 20 mM) tem-se a formação de agregados primários [Figura 07]. 
Estes agregados são pequenos, com no máximo 10 monômeros de sal biliar por agregado 
formado. E concluiram ainda que, estes agregados primários são formados por interações 
hidrofóbicas entre as faces hidrofóbicas das moléculas de sal biliar. Com a adição de mais 
surfactante, os agregados primários interagem entre si por Ligação de hidrogênio dando 
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origem aos chamados agregados secundários [Figura 07].  A Figura 07 representa o modelo 
de interação entre sais biliares proposto pelos autores. 

 
Figura 07: Modelo de agregados de sais biliares proposto por Bohne e colaboradores [75] 

 
 

1.3.2. Micelas Mistas 

 

Sistemas constituídos de misturas de surfactante são utilizados em muitas aplicações 

práticas devido ao baixo custo, quando comparados com soluções de surfactantes puros, 

além de favorecer a formação de materiais com propriedades físico-químicas 

melhoradas para fins práticos. Do ponto de vista teórico, é relevante o entendimento da 

formação estrutural e termodinâmica de micelas mistas porque elas estão presentes em 

processos práticos e tecnológicos, tais como em processos de detergência, em emulsões 

e na recuperação terciária do petróleo [3,6,22,46]. 
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A distribuição de cada surfactante na fase micelar e na fase monomérica, varia de 

acordo com a estrutura dos surfactantes e com a composição total da solução. A Figura 

08 representa esquematicamente o comportamento de uma solução contendo uma 

mistura de dois surfactantes similares [74]. 

 

Micela mista

Monocamada mista na
interface ar/solução

Agregado misto bilamelar
Na interface sólido/solução

Micela mista

Monocamada mista na
interface ar/solução

Agregado misto bilamelar
Na interface sólido/solução

Figura 08: Representação esquemática de uma solução contendo mistura de dois 

surfactantes em solução aquosa [74]. 

 

Para uma mistura binária de surfactantes com estruturas semelhantes e cargas iguais 

(sistema ideal), possuem propriedades que podem ser previstas a partir de propriedades 

dos componentes individuais. A cmc da mistura que forma um sistema ideal, é 

intermediária à cmc dos surfactantes quando puros. Já sistemas não ideais ocorrem 

quando as estruturas dos surfactantes são diferentes como, por exemplo, em misturas de 

catiônicos com aniônicos ou cada um destes com surfactantes não iônicos [3,6,22,46]. 

 

2. Proteínas – Albumina do Soro Bovino  
 

Proteínas são biomoléculas, de estrutura complexa e de alto peso molecular, 
existentes em todos os organismos vivos, cuja estrutura primária consiste de aminoácidos 
ligados por ligações peptídicas. De acordo com sua composição, são classificadas em dois 
grandes grupos; as proteínas simples, como a albumina, que quando hidrolisadas geram 
apenas os aminoácidos, e as proteínas conjugadas que, quando hidrolisadas, geram os 

aminoácidos junto com outros componentes como carboidratos e gorduras [37].  
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As proteínas podem ter quatro diferentes tipos de classificação estrutural, 
dependendo do tipo de aminoácidos que possui, do tamanho da cadeia e da configuração 

espacial da cadeia polipeptídica. A estrutura primária é definida pela seqüência de 
aminoácidos ao longo da cadeia polipeptídica. É o nível estrutural mais simples e mais 

importante, pois dela deriva todo o arranjo espacial da molécula e são específicas para cada 
proteína. A estrutura secundária é atribuída ao arranjo espacial de aminoácidos próximos 

entre si na seqüência primária da proteína. As estruturas secundárias podem ser duas: a 
alfa-hélice, mais comum, que ocorre por ligações covalentes e pontes de dissulfeto 
intramoleculares caracterizada por uma hélice em espiral; e a folha-beta (ou folha 

pregueada), é formada por ligações extramoleculares, que envolve dois ou mais segmentos 
polipeptídicos da mesma molécula. Já a estrutura terciária de uma proteína resulta do 

enrolamento da hélice ou da folha pregueada, ou ainda das duas simultâneas. Esta estrutura 
confere a atividade biológica às proteínas.  

As proteínas podem ser classificadas também  de acordo com a sua forma 
tridimensional em: (a) fibrosas  (insolúveis, como por exemplo o colágeno e a queratina),  
as quais são formadas por cadeias de polipeptídios organizados “lado a lado” em longos 

filamentos; e (b) globulares (solúveis, são exemplos a  hemoglobina e a insulina), que têm 
estrutura compacta e quase esférica [37]. São importantes, entre as forças que estabilizam a 
estrutura terciária das proteínas, as interações hidrofóbicas, que repelem água das cadeias 
laterais hidrocarbônicas dos aminoácidos neutros, as pontes de dissulfetos e as forças por 
atração iônica entre sítios positivos e negativos das várias cadeias laterais de aminoácidos 

do interior da proteína, contribuem para complementar a estrutura terciária [37].  
As albuminas constituem uma classe de proteína cuja função é transportar  

moléculas menores no organismo, como metabólitos, anti-coagulantes e, ácidos graxos 
entre outras [10]. Em especial, as albuminas ligam ácidos graxos sendo responsáveis pela 

remoção destas substâncias livres da corrente sanguínea. Estudos de interações destas 
proteínas com moléculas menores, como surfactantes, têm revelado detalhes do tipo de 

interação, em particular dos sítios de ligação dessas moléculas pequenas, de mudanças na 
estrutura protéica e detalhes sobre as funções no plasma [10]. A soroalbumina é a maior 

proteína globular existente no plasma (peso molecular de ≈ 66 kDaltons). Sua concentração 
média é de 5 g/100 mL e contribui com 80% da pressão sanguínea osmótica do sistema 

circulatório [10,27,37]. A Figura 09 é uma representação cristalográfica determinada por 
raio-X da Albumina do Soro Humano. A estrutura cristalográfica da BSA não está ainda 

catalogada no PDB (Protein Data Bank). 
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Figura 09: Estrutura cristalográfica da HSA [PDB] 

 

A estrutura primária da BSA é constituída de uma única cadeia com 581 resíduos de 
aminoácidos. Cerca de 67% da estrutura secundária é formada por α-hélice de 6 voltas e 17 
pontes de dissulfeto [76] e, sua estrutura terciária é globular, compota por 3 dominíos que 

conferem à molécula a forma de um coração,  com raio de giro ≈ 32 Å [20,43].  
O domínio I, representado pela cor azul escuro, estende-se do resíduo 1 ao 191 e 

neste domínio ocorre uma grande afinidade para Hg2+, Au+, ácidos graxos, triptofano, 
warfarina, corantes e compostos com anéis alicíclicos [10,76,77]. O domínio II, 

representado pela cor azul piscina, estende-se do resíduo 192 ao 379 e nesta região se 
verifica a maior afinidade para compostos como bilirrubina, digitoxina, ácidos graxos de 
cadeias curtas, coranes e outras drogas [10,56,76]. O domínio III, representado pela cor 
verde, estende-se do resíduo 380 ao 580 e nesta região verifica-se grande afinidade por 
ácidos graxos de cadeias curtas e contitui o maior sítio de ligação de dorgas [10,76,77]. 

 
Tabela 02: Composição dos aminoácidos da albumina do soro bovino (BSA) 

Aminoácido BSA Aminoácido BSA 
Ácido aspártico 41 Cisteína 35 

Asparagina 13 Metionina 4 
Treonina 34 Isoleucina 14 

Serina 28 Leucina 61 
Ácido glutâmico 59 Tirosina 19 

Grutamina 20 Fenilalanina 27 
Prolina 28 Lisina 59 
Glicina 16 Histidina 17 
Alanina 46 Triptofano 2 
Valina 36 Arginina 23 
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total  582 
 

 Cada domínio é constituído por um cilindro formado de 6 hélices, e cada um destes 
domínios é constituído por dois subdomínios formados pro 2 α-hélices que estão 

covalentemente ligadas por pontes de dissulfeto.  
A BSA possui seu ponto isoelétrico em pH 4,7. Estruturalmente, a BSA é muito 

semelhante à albumina do soro humano, HSA [10], mantendo cerca de 76% da identidade 
seqüencial da HSA e, sob o ponto de vista espectroscópico, difere por ter dois resíduos de 
triptofano, o W131 e o W214, enquanto que a HSA possui apenas o W214. Recentemente, foi 
obtida a estrutura cristalográfica para o complexo HSA-ácido mirístico, revelando que um 
total de cinco moléculas de ácido mirístico ligam-se assimetricamente à proteína. Há fortes 
evidências espectroscópicas de que o mecanismo de ligação do SDS e do ácido mirístico à 

cadeia protéica é similar [10].  
 
 
 

3. Interação entre proteína e surfactante 
 

 
Misturas de proteína e surfactante têm sido extensivamente estudadas nas últimas 

décadas devido às suas múltiplas aplicações em biociências, nas indústrias de alimentos e 
cosméticos e em biotecnologia. Na indústria de alimentos, emulsões utilizadas em produtos 

comestíveis como molhos de salada e em sorvetes, contém proteínas e emulsificantes na 
interface água/óleo e, os surfactantes são importantes na estabilização para evitar 

coalescência e também na reologia da mistura [20,27,37].  
Figura 10: Isoterma de ligação da interação proteína-surfactante, onde n é o 

número de surfactante ligado por molécula de proteína, em função do Log c [onde c é a 
concentração de surfactante livre]. 

(a)

(b)

(c)

(d)

Log (c)

n

(a)

(b)

(c)

(d)

Log (c)

n
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Em concentrações constantes de proteína, a tendência de formação do complexo 

proteína/surfactante aumenta com o aumento da concentração de surfactante. A Figura 10 
mostra uma isoterma de ligação entre moléculas de surfactante e proteína. A isoterma exibe 

quatro regiões distintas, que podem ser definidas pela seguinte seqüência [11,20,27,34]:  
a) Uma região em baixas concentrações de surfactante onde ocorre ligação específica 

dos monômeros em sítios da proteína de alta afinidade resultante de interações 

eletrostáticas e hidrofóbicas. Esta região é muitas vezes seguida por um platô que 

define a passagem para a região (b). A ligação de monômeros nos sítios de alta 

afinidade não causa mudanças conformacionais da proteína;  

b) Uma segunda região onde ocorre a ligação de um número grande de monômeros 

induzindo expansão da macromolécula, neste caso, tem-se ligação não-especifica.  

c) À medida que se aumenta a concentração de surfactante, observa-se um aumento da 

ligação por causa das intensas ligações dos outros sítios ativos que são 

imediatamente preenchidos. Nesta faixa de concentração tem-se ligação cooperativa 

entre a proteína e o surfactante. O desdobramento estrutural da proteína ocorre nesta 

região, ou seja, é nesta região que a proteína perde a estrutura terciária;  

d) Finalmente, uma região de saturação é alcançada pelo excesso de surfactante 

adicionado. Provavelmente, deve acontecer um alongamento na cadeia 

macromolecular com um conseqüente aumento da viscosidade do meio.  

 
Diferentes modelos estruturais para o complexo BSA-SDS têm sido atribuídos ao 

longo dos anos [13,20,2325,35]. A Figura 11 mostra diferentes formas sugeridas para o 
complexo.  

Figura 11: Modelos discutidos para o complexo Proteína-Surfactante  

 

A 
 

 

B 
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 XXX

(A- Modelo tipo bastão [35]; B- Modelo de hélice flexível [25]; C- Modelo de colar de 

pérolas[13])   

Em 1970, Reynolds e Tanford [35], após uma série de estudos sobre viscosidade 
intrínseca, propuseram o modelo tipo bastão (Figura 11a) como a conformação mais 
provável para o complexo. Neste modelo, as moléculas de surfactantes agregam-se 
formando um elipsóide cujo semi-eixo menor mede aproximadamente 18 Å, que 

corresponde ao comprimento da cadeia do surfactante. Neste modelo a cadeia polipeptídica 
encontra-se enrolada em torno do agregado. 

Lundahl e colaboradores [25], propuseram uma alternativa ao modelo de Reynolds e 
Tanford: um modelo semelhante a uma hélice, onde as micelas de SDS ficariam 

centralizadas com a cadeia polipeptídica localizando-se ao redor das micelas (Figura 11B).  
Quatro anos depois, Teixeira e colaboradores [13], utilizando espalhamento de 

nêutrons a baixos ângulos, para complexos BSA-SDS, propuseram um modelo tipo “colar 

de pérolas” (Figura 11C). Neste modelo, a cadeia peptídica associa-se em torno da micela 

fazendo com que haja uma diminuição da mobilidade da cabeça polar do surfactante ou, as 

micelas podem encontrar-se nucleadas nos sítios hidrofóbicos da proteína de tal forma que, 

a mobilidade das cabeças polares, não pudesse ser afetada. Concordam também com este 

modelo, os resultados obtidos por viscosidade em diferentes concentrações de tampão 

apresentados por Shinagawa e col. [23]. 

Zanette colaboradores [20] propuseram uma estrutura consistente com o modelo  

“colar de pérola” formado por agregados micelares elipsoidais, estatisticamente arranjados 

ao longo da cadeia peptídica estendida (desnaturada) (Figura 12) [20]. 

Figura 12- Modelo colar de pérolas elipsoidais [20] 
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Para chegarem ao modelo proposto, os autores [20] realizaram estudos de SAXS, em 

concentração de BSA de 1%, variando a concentração de SDS de 0 a 100 mM. Em 

baixas concentrações de SDS, abaixo da cac (2,2 mM), nenhuma mudança 

conformacional da cadeia proteíca causada pela adição de SDS pode ser observada. Em  

[SDS] logo acima da cac, quando os monômeros de SDS começam a se ligar 

cooperativamente com a BSA, verificou-se que o raio de giro da BSA aumenta de 32,1 

Å para 39,2 Å e o diâmetro máximo de 100 para 130 Å. Quando mais SDS é 

adicionado à solução protéica, em concentração igual 10 mM, os agregados micelares 

formados pelo complexo BSA-SDS, são pequenas formas de esferas com anisometria 

igual a 1,0. Com o aumento da [SDS], a anisometria dos agregados micelares, 

monotonicamente aumentam, até atingirem 1,3 em 50 mM de SDS.  Estes resultados 

corroboram com o fato de que, acima da cac, todo SDS adicionado contribui para o 

crescimento dos agregados micelares ligados na proteína. Os autores concluíram 

também que, acima de 50 mM de SDS, todo o  surfactante adicionado contribui para a 

formação de micelas livres e, portanto, sem causar qualquer efeito na estrutura da 

proteína. Nestas condições tanto a anisometria quanto os demais parâmetros obtidos por 

SAXS não apresentaram qualquer alteração para o complexo BSA-SDS. 

Durchschlag e colaboradores [32], usaram espectroscopia para monitorar a mudança 
de estrutura da proteína induzida por surfactante. Eles observaram que em baixas 

concentrações de surfactante, a estrutura da proteína é ligeiramente afetada. Em altas 
concentrações, no entanto, observaram uma mudança significativa na intensidade de 
fluorescência acompanhada de deslocamento da banda de emissão de fluorescência 

indicando mudanças conformacionais.  
 

3.1. Estudo da Interação entre BSA e Surfactantes via Medidas de fluorescência  
 

Sondas fluorescentes referem-se a uma variedade de moléculas e íons que, sob 
apropriada excitação eletromagnética, emitem luz. Os primeiros usos de sondas 

fluorescentes em sistemas contendo surfactantes foi para medir a concentração micelar 
crítica [1,11,46]. Considerando o caráter anisotrópico dos agregados micelares, é 

conveniente esperar que a distribuição dos reagentes, sonda e moléculas supressoras de 
fluorescência, não devam estar distribuídas uniformemente em mesmos ambientes ao longo 

de todo o volume da solução [37]. Na prática, considera-se a solução composta por duas 
pseudofases, a micelar e a aquosa, mas a micelar têm ainda diferentes microambientes com 
diferentes características. Assim, a escolha adequada da sonda depende de qual propriedade 

deseja-se acompanhar. Para efeitos de medida de cmc, a sonda deve ser hidrofóbica para 
que se identifique com clareza, na propriedade analisada, a rápida associação ao agregado 

micelar quando da ocorrência do processo de micelização. A Figura 13 apresenta um 
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diagrama de energia, universalmente utilizado para representar os principais caminhos que 
elétrons excitados de uma molécula percorre, em destaque o caminho percorrido para a 

formação das bandas I1 e I3 da sonda fluorescente pireno.  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Representação do diagrama de energia para o pireno 

 
Se nenhum processo perturba a molécula, cessada a excitação, a molécula deveria 

retornar ao estado fundamental com emissão de fóton de mesma energia do processo de 
absorção, cujo tempo está na ordem de 10-10 a 10-7 segundos. Em algumas moléculas, no 

entanto, os estados fundamental e excitado, estão associados a múltiplos níveis vibracionais 
e, sempre que a molécula absorve energia, a emissão ocorre como bandas largas. 

Conforme diagrama da Figura 13, na temperatura ambiente, quase a totalidade das 
moléculas encontra-se em Eo no nível vibracional νo. Na absorção, elas podem passar para 
diferentes níveis vibracionais de E1, em seguida a molécula chega num equilíbrio térmico 
no νo do nível eletrônico E1, e, finalmente, ocorre emissão em freqüências menores do que 

na absorção. Fluorescência e fosforescência correspondem à emissão de luz associadas com 
as transições de S1

ν =0 e T1
ν = 0 para S0

ν = 0 , respectivamente.  
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A sonda luminescente mais utilizada para estudar sistemas micelares é, sem dúvida, 
o pireno (Figura 15), onde as moléculas associam-se e formam dímeros chamados de 

exímeros. Neste caso, a emissão de fluorescência ocorre em comprimentos de onda maiores 
do que quando para a emissão do monômero. Para evitar que isso aconteça, na prática, a 
concentração de pireno na solução deve ser da ordem de 10-6 M. De qualquer forma, a 

distribuição do soluto, nos agregados micelares, ocorre estatisticamente.  
 

Figura 14: Espectro de emissão do pireno em uma solução com concentração 

crescente de SDS, enfatizando as bandas I e III. 

 
A Figura 14 apresenta as bandas de emissão do pireno, em uma solução de SDS, 

cuja concentração foi sendo aumentada gradualmente (destacando as bandas 1 e 3). Pode-se 
observar claramente a mundança de intensidade das bandas 1 e 3 com o aumento da 

concentração de surfactante, indicando a mudança da polaridade do microambiente onde o 
pireno encontra-se localizado. 

A particularidade do espectro de emissão do pireno, é de que ele exibe bandas 
vibracionais finas cujas intensidades relativas são sensíveis à polaridade do meio. 

Enumerando as bandas de vibração de 1 a 5, que são observadas na temperatura ambiente, a 
banda I3 em 384 nm, que corresponde a transição S1

ν=0 → S0
ν=1 (observe a seta vermelha na 

Figura 13),  mostra pouca sensibilidade aos solventes, enquanto que a banda I1 em 372,8 
nm,  S1

ν=0 → S0
ν=0 (observe a seta azul na Figura 13), muda a intensidade em função do 

solvente, aumentando em solventes polares. A medida da polaridade relativa é expressa em 
termos da relação I1/I3 (ou pelo inverso I3/I1), é utilizada como critério para avaliar a 

micropolaridade de meios e de micro-ambientes de agregados micelares. 
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Figura 15: Estruturas do  (A) triptofano e  (B) do pireno 
A 

 
 

B 

 

 
 

As proteínas apresentam três diferentes resíduos de aminoácidos que contribuem em 

emissões de fluorescência: tirosina, triptofano e fenilalanina. Cerca de 90% da emissão total 

de fluorescência das proteínas, no entanto, é de atribuição aos resíduos de triptofano (veja 

estrutura na Figura 15) [46]. A banda de emissão máxima do triptofano, e seus derivados, 

são muito sensíveis à polaridade do solvente, devido às interações específicas entre o 

solvente e o anel. Exemplo deste efeito é observado no espectro de emissão do triptofano 

em água, que ocorre em 348 nm, enquanto que o resíduo de triptofano da albumina 

humana, HSA, emite em 342 nm, conforme pode ser observado na figura 16 [26]. 



 XXXV

310 320 330 340 350 360 370 380

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

In
te

ns
id

ad
e 

de
 F

lu
or

es
cê

nc
ia

Comprimento de onda, nm

342 nm
HSA

348 nm
Triptofano

310 320 330 340 350 360 370 380

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

In
te

ns
id

ad
e 

de
 F

lu
or

es
cê

nc
ia

Comprimento de onda, nm
310 320 330 340 350 360 370 380

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

In
te

ns
id

ad
e 

de
 F

lu
or

es
cê

nc
ia

Comprimento de onda, nm

342 nm
HSA

348 nm
Triptofano

 
Figura 16: Espectros de emissão de fluorescência do triptofano em água e da HSA 

 

Estudando complexos formados pela BSA com surfactantes não-iônicos, catiônicos 

e aniônicos através de medidas de fluorescência do triptofano da BSA, Swati e col. [70] 

propuseram um modelo de interação entre a proteína e surfactantes, veja Figura 17.  

Recentemente, Swatti e colaboradores esturadaram extensivamente o processo de 

desnaturação da proteína pela adição de surfactantes aniônicos. A Figura 17 representa, 

inicialmente, sem a adição de surfactante, a proteína encontra-se totalmente enovelada. 

Com a adição de uma pequena quantidade de surfactante à solução contendo a BSA, os 

monômeros de surfactante começam a se ligar na cadeia protéica, via contato físico, 

tem-se então o início do processo de ligação específica. Com o aumento da 

concentração de surfactante,  inicia-se o processo de ligação cooperativa entre a 

proteína e surfactantes, formando agregados tipicamente micelares, que causam a 

abertura da cadeia da proteína. Os autores [70] observaram que a desnaturação de 

proteína ocorre em baixas concentrações de SDS (10 mM) quando comparado com a 

Uréia (6 – 8 M), que é bastante conhecida como agente desnaturador de proteínas. Os 
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autores [70] concluíram que com quando a uréia é o agente desnaturante empregado, a 

desnaturação ocorre por quebra das interações, enquanto que com os surfactantes a 

força motriz é a interação eletrostática que ocorre com os resíduos de aminoácidos. 

 

Figura 17: Modelo proposto por Swati e col. [70] para a interação proteína-surfactante 

Proteína nativa

[surfactante]

Baixas concentrações

Ligações específicas 
não-cooperativas

[Surfactante]
Altas concentrações

Ligação cooperativa
Desnaturação da cadeia proteíca

Proteína nativaProteína nativa

[surfactante]

Baixas concentrações

[surfactante]

Baixas concentrações

Ligações específicas 
não-cooperativas
Ligações específicas 
não-cooperativas

[Surfactante]
Altas concentrações
[Surfactante]
Altas concentrações

Ligação cooperativa
Desnaturação da cadeia proteíca

 

Recentemente, Swati e colaboradores [70], estudando interação entre a BSA e os 

sais biliares NaC e NaDC por medidas de fluorescência, concluíram que o processo de 

ligação entre os sais biliares a BSA é cooperativo. Eles concluíram ainda que os agregados 

formados entre os sais biliares e a BSA são maiores que as micelas dos sais biliares em 

solução. 
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Objetivo  
 

 
O presente trabalho tem como  principal interesse os sais biliares, se eles têm ou não 

a habilidade de associarem-se com proteínas em meio aquoso. Assim, o objetivo deste 
trabalho é o de investigar a associação dos sais biliares colato de sódio (NaC) e deoxicolato 
de sódio (NaDC), à uma proteína globular, albumina do soro bovino (BSA), induzido pelos 

surfactantes aniônicos dodecilsulfato de sódio (SDS) e dodecanoato de sódio (SDoD).  
Os estudos experimentais foram realizados inicialmente em baixas concentrações 

dos surfactantes (até 50 mM), onde predomina o processo de ligação específica. Em 

seguida, os estudos  foram realizados em altas concentrações de surfactante, onde 

predomina o processo de associação cooperativa. 

Vale ressaltar que, em ambos os casos (nas diferentes faixas de concentrações de 

surfactante estudadas), este trabalho enfoca a competição dos surfactantes nos processos de 

ligação e a identificação das condições experimentais onde formam complexos mistos de 

BSA, SDS (SDoD) e NaC ( NaDC).  

 As técnicas empregadas neste estudo foram: (a) Medidas da supressão da fluorescência 

da BSA, acompanhando os resíduos de triptofano presente na cadeia proteíca da BSA; 

(b) Fluorescência do pireno, que é uma sonda externa à cadeia da BSA e bastante 

hidrofóbica; (c) Condutividade elétrica e (d) Tensão superficial,  que são técnicas 

clássicas conhecidas para acompanhar os parâmetros de ligação como concentração 

micelar crítica (cmc), concentração de agregação crítica (cac) e ainda o ponto de 

saturação da protéina (psp). 
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CAPÍTULO II  
 
 
 
 
 
 

Parte Experimental  
 
 
 
 
 

1. Materiais  

 

 

1.1. Reagentes  

 

A Albumina do soro bovino (BSA), os sais biliares (Colato de Sódio (NaC) e 

Deóxicolato de Sódio (NaDC)) e o dodecilsulfato de sódio (SDS), com pureza de 99%, têm 

procedência da Sigma. O pireno empregado com pureza de 99% é de procedência da 

Aldrich. 

Os parâmetros de micelização das misturas de sais biliares e surfactante aniônico 

foram determinados na ausência e em presença de diferentes concentrações de BSA, em 

condições de 20 mM de tampão tris/HCl, pH 7,50 e a 25,0°C, usando um pHmetro 

Beckman modelo φ71, equipado com um eletrodo de vidro combinado. 

As soluções aquosas de proteína BSA foram preparadas em concentrações 0,1% e 

1,0%, sob agitação suave durante 12 horas. As soluções estoque se surfactante foram 

preparadas sob agitação suave, preparando-se a solução mais concentrada e realizando as 
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sucessivas diluições. As soluções estoques de Pireno foram preparadas em concentração de 

1,0 x 10-6
 M em etanol. 

 
 

 

 

2. Equipamentos e Métodos  

 

Todas as medidas de condutividade elétrica em função da concentração de 

surfactante, com ou sem BSA, foram feitas usando um condutivímetro ATI-ORION 

modelo 170, equipado com eletrodo de platina e acoplado a uma bureta semi-automática 

da Metrohm Herisau tipo Multi-Bürette, modelo E-485 com capacidade para 20 mL. A 

técnica consiste na adição da mistura de surfactante-BSA, através de uma bureta 

automática, sobre um volume conhecido de solução contido numa cela de diluição 

previamente termostatizada a 25,0 °C.  

A variação de tensão superficial foi monitorada num tensiômetro interfacial K8, 

Krüss GMBH, com escala de divisão de 0,1 mN/m, equipado com um anel Pt-Ir-20, 25,0 

°C. Foram usados 10 mL de solução para cada medida. Os valores apresentados são uma 

média de três coletas de dados.  

As medidas de intensidade de fluorescência foram realizadas num espectrofotômetro 

da Hitachi F-4500, equipado com uma cubeta de quartzo de 10 mm. As fendas de excitação 

e emissão do monocromador foram ajustadas para 2,5 mm. As medidas de fluorescência do 

triptofano da BSA, para estudar o espectro das bandas de emissão, foram obtidas com 

excitação em 280 nm.  

As medidas de fluorescência utilizando uma sonda externa, o pireno, foram realizadas 

na concentração de pireno igual 1,0 x 10-6 M, sendo que a solução estoque foi preparada em 

etanol.  As amostrar foram excitadas em 336 nm e os espectros de emissão foram obtidos 

entre 360 e 500 nm. A razão I1/I3 foi estimada analisando a relação da intensidade máxima 

do pico em 372,8 nm (I1) e 384,0 (I3). 
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CAPÍTULO III 
 
 
 
 
 

Resultados e Discussão 
 
 
 
 
 

Em solução aquosa, os sais biliares são conhecidos porque se associam formando 

agregados cujas características dependem das condições experimentais, tais como, força 

iônica e da concentração do sal biliar [37,38]. Em baixas concentrações, quando 

comparados com os surfactantes iônicos convencionais, os sais biliares associam-se 

formando agregados micelares pequenos. Assim, Zana e Guvelli [39] sugeriram um modelo 

de associação para os sais biliares onde, com o aumento da concentração de surfactante, 

eles associavam-se em pequenas micelas, micelas primárias, com número de agregação na 

ordem ≈ 16 (para o NaC), cresciam formando agregados micelares maiores denominados 

de micelas secundárias. Por espalhamento de luz, Kratohvil e col. [40] determinaram o 

número de agregação em concentrações próximas da cmc, consistente de 10 monômeros 

por agregado. Concluíram, ainda, que havia formação de dímeros que se associam por 

ligação de hidrogênio e, com o aumento da concentração, eles cresciam via interações 

hidrofóbicas entre os dímeros. Logo, estes resultados sugerem que uma solução de um sal 

biliar é constituída por agregados polidispersos. Por causa desta tendência no processo de 

associação, a cmc não é claramente definida por técnicas convencionais como, por medidas 

da condutividade elétrica da solução. Estas conclusões foram também observadas através 

de medidas de tensão superficial [6,41], fluorescência [7] e por solubilização [41].  

Todos os resultados apresentados neste trabalho foram realizados em solução 

tampão 20 mM de tris/HCl, pH 7,50 e a 25°C. É importante notar que o ponto isoelétrico da 
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BSA ocorre em pH 4,7 [27,42] e, sendo assim, nas condições estudadas, a proteína está 

parcialmente negativa.  

1. Ligação do SDS e de sais biliares com a BSA em baixas concentrações 

 

Nesta primeira etapa, foi estudado o processo de ligação competitiva sobre a 

proteína, entre os sais biliares NaC e/ou NaDC e o SDS, em concentrações até 50 µM, 

portanto, muito abaixo das concentrações de micelização crítica de ambos os surfactantes. 

Nestas condições, o mecanismo de ligação entre surfactantes e proteínas, tem sido já 

descrito como via processo de ligação específica de monômeros, por interações eletrostática 

e hidrofóbica, ocorrendo em sítios de alta afinidade da proteína [11,20,27].  

A técnica de espectroscopia de fluorescência foi utilizada para monitorar mudanças 

na estrutura terciária da proteína. Em princípio, a interação da proteína com surfactantes 

induz mudanças na posição e/ou orientação dos resíduos de triptofano alterando a 

exposição ao solvente, conduzindo a alterações no rendimento quântico do processo de  

fluorescência [10]. Assim, as mudanças no microambiente do triptofano na proteína, foram 

monitoradas através do acompanhamento da banda de emissão de fluorescência na região 

de 320-360 nm. 

 

 

1.1 Medidas da constante de Stern Volmer, KSV 

 

A constante de Stern-Volmer, Ksv,  é um parâmetro muito utilizado para interpretar 

supressão de fluorescência e avaliar a eficiência de supressores da intensidade da banda de 

emissão de fluoróforos. Na prática, adicionam-se quantidades crescentes do supressor 

(neste estudo os supressores são SDS, NaC e NaDC) a uma solução contendo BSA. Em 

condições de concentração diluída de surfactante, até ≈ 50 µM, o estudo da supressão de 

fluorescência promovido pelas moléculas de surfactantes pode ser analisado através da 

equação clássica de Stern-Volmer [10, 16, 43]: 

 

Io / I = 1 + Ksv [Q]  equação 01  
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onde  Io e I são as intensidades de fluorescência na ausência e na presença de 

supressor, respectivamente, Ksv é a constante de Stern-Volmer e  [Q] é a concentração  

molar do supressor. 

A Figura 18 apresenta um típico perfil de emissão de fluorescência dos triptofanos 

da BSA. Pode-se observar que com a adição de surfactante (até 20 µM), ocorre a 

progressiva supressão da emissão de fluorescência, sem provocar deslocamento da banda 

de emissão. 

Figura 18: Emissão de Fluorescência para 0,1% de BSA, com a adição de SDS até 

a concentração de 20 µM 

 

A partir da figura 18, obtem-se um pefil como o apresentado na Figura 19, um 

gráfico típico de Stern-Volmer, construído em presença de 16 µM de BSA (correspondente 

a 0,1% de BSA). Foram adicionadas quantidades crescentes de SDS, NaC e NaDC, até a 

concentração de 20 µM de surfactante. Vale enfatizar que, nesta faixa de concentração de 

supressor, todos os gráficos são lineares com correlações lineares ≥ 0,9998. Sendo assim, 
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para o SDS e o NaC, da Figura 19 obteve-se os valores de Ksv equivalentes a 15.000 ± 500 

M-1 e 4.500 ± 200 M-1, respectivamente, indicando que o SDS é um supressor 3 a 4 vezes 

mais eficaz que o NaC. O argumento formal que suporta a metodologia usada aqui, está 

baseado no fato que os valores de Ksv obtidos para o SDS são em ordem de valor, similar 

àqueles relatados previamente na literatura para o sistema BSA-SDS [10, 44]. 

0 5 10 15 20

1,00

1,05

1,10

1,15

1,20

1,25

1,30

I 0/I

[surf], µM

Figura 19: Efeito da concentração de ( ) SDS,  ( ) NaC e ( ) NaDC sobre a razão das 

intensidades da banda de emissão em presença (I) e na ausência do supressor (Io), com 

0,1% de BSA . 

 

É importante anotar que, quando o supressor é o sal biliar NaDC, embora os valores 

de cmc  encontrados na literatura para os dois surfactantes sejam bastante distintos, 12 mM 

para o NaC e 4,2 mM para o NaDC [45], o efeito de supressão é idêntico àquele causado 

pelo NaC (Figura 19). Esta semelhança de eficiência da supressão indica que a diferença 

fundamental nas estruturas moleculares, isto é, de três para dois grupos hidroxílicos, não é 

um fator relevante no processo de supressão da fluorescência da BSA. 
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A tabela 02 lista os valores de Ksv obtidos para o SDS e os sais biliares, NaC e 

NaDC, em  diferentes concentrações de BSA. Inicialmente, para o NaDC, observa-se que 

os valores de Ksv  são semelhantes aos obtidos para o NaC indicando, portanto, eficiência 

idêntica no processo de supressão da emissão de fluorescência da BSA. Depois, observa-se 

que os valores de Ksv diminuem com o aumento da concentração de BSA, sinalizando para 

um processo espontâneo de ligação e de supressão. A partir desta dependência, pode-se 

também concluir que a eficiência da supressão é em função da concentração de surfactante 

ligado sobre os sítios específicos da molécula de proteína. 

 

Tabela 02: Constantes de Stern-Volmer (Ksv, M-1) para o SDS, NaC e o NaDC, em 

diferentes concentrações de proteína. 

BSA, µM BSA, % wt SDS NaC NaDC 

Ausência (a) Ausência (a) 3200   ± 200 700   ± 50 800 ± 50  

1,6 0,01 60000 ± 500 8500 ± 300 9 600 ± 400  

4,0 0,025 35000 ± 400 6500 ± 100 8 500 ± 400 

8,0 0,05 21000 ± 500 5500 ± 300 5 800 ± 200 

16 0,10 15000 ± 500 4500 ± 200 4 200 ± 200 

32 0,20 10000 ± 500 4500 ± 200 4 200 ± 200 

40 0,25 8000   ± 500 5500 ± 200 5 200 ± 200 
(a)  Valores obtidos para a supressão com a  “molécula modelo” ((D)-triptofano) em água. 

 

 

1.2 Supressão do (D) –Triptofano 

 

Na ausência da proteína, foi usado o (D)-triptofano como “molécula modelo” para 

fins de comparação da eficiência de supressão dos surfactantes NaC, NaDC e SDS sobre os 

triptofanos da proteína. A Figura 20 mostra a variação da razão Io/I em função das 

concentrações de NaC, NaDC e de SDS, contendo 0,0083 M de (D)-triptofano. 
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Figura 20:  Gráficos de I0/I em função da concentração do ( ) SDS,  ( ) NaC e ( ) 

NaDC, obtidos a partir da supressão da intensidade de fluorescência do (D)-triptofano. 
 

Observa-se que os gráficos são lineares no intervalo de concentração de 0 a 20 µM 

de surfactante, sendo que, o NaC e o NaDC exercem eficiências semelhantes na supressão 

de fluorescência. As constantes de Stern-Volmer obtidas foram 3.200 ± 200, 0 ± 50 e 800 ± 

50  M-1 para o SDS, NaC e o NaDC, respectivamente. Estes valores mostram que o SDS é 

cerca de 4,5 vezes mais eficaz no processo de supressão da “molécula modelo” do que 

ambos os sais biliares. Um segundo ponto a ser enfatizado, é o de que a razão Io/I é 

insensível à variação da concentração do (D)-triptofano no intervalo de 1x10-6 M à 1x10-3. 
 

 

1.3 Competitividade entre SDS e NaC e/ou NaDC em misturas com BSA 
 

Os estudos de misturas de SDS e NaC sobre a emissão de fluorescência da proteína 

foram realizados em  presença de BSA 0,1%. Assim, o processo de ligação competitiva na 

proteína pode ser analisado na Figura 21. Inicialmente estes resultados indicam que o SDS 

é um supressor mais eficiente do que o NaC, conforme já foi constatado nas Figuras 19 e 

20. 
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A Figura 21 exibe também o perfil de uma mistura do SDS e NaC em uma fração 

molar de 0,75 de NaC. Observa-se que o efeito de supressão da fluorescência é 

intermediário entre aqueles quando dos surfactantes puros. Uma análise preliminar sugere 

um mecanismo de ligação onde os surfactantes ligam-se competitivamente a sítios 

Figura 21: Variação da razão I

específicos de alta afinidade da proteína. 

unção da [surfactante] em 0,1% de BSA,  sendo: 

Esta competição entre os surfactantes para ligarem-se à proteína pode ser observada 
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(□) SDS, (○) NaC  (■) e para uma mistura de fração molar de 0,75 moles de NaC. 
 

 

ais claramente na Figura 22, onde a razão  Io/I foi representada graficamente em 

função da fração molar de SDS, em concentrações fixas da mistura de surfactantes, 

portanto, 5 e 15 µM e em 0,1% de BSA. 
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Figura 22: Variação da razão Io/I em função χSDS, com concentração total da mistura de 

 

omo se pode observar na Figura 22, com a variação da fração molar da mistura, as 

isoterm

DS até ≈ 0,4, a variação de Io/I 

 de Io/I 

O anexo da Figura 22 destaca a dependência de Ksv com a concentração de proteína. 

De fato, tem sido descrito que os valores das constantes de Stern-Volmer são maiores em 

surfactante (SDS + NaC) fixa em ( ) 5 µM e ( ) em 15 µM. O anexo apresenta a 

variação de Ksv, M-1 em presença de SDS ( ) e de NaC ( ) em função da [BSA].  
 

C

as resultantes mostram três regiões características:  

(i) Para ambas as isotermas, em frações molares de S

permanece constante, não excedendo a 10% do total da variação da razão Io/I;  

(ii) Acima da fração molar de SDS ≈ 0,4, entretanto, ocorre um forte aumento

indicando um incremento de monômeros de SDS nos sítios de ligação da proteína, 

(iii) Finalmente, acima de ≈ 0,9 SDS, ocorre um platô de saturação. 
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concen

 

e da fr

) 

 

trações menores de BSA [10,37,38,43,44], embora para o NaC, qualitativamente 

esta tendência é muito menos pronunciada. Enfatiza-se que, em 16 µM BSA (ou 0,1% 

BSA), a diferença na eficiência da supressão entre os surfactantes é de aproximadamente 

dez vezes (tabela 02). Esta diferença pode ser relacionada com a maior capacidade de 

supressão que o SDS exerce sobre o (D)-triptofano, conforme foi mostrado na Figura 18.   

A Figura 23 apresenta o processo de ligação competitiva na proteína, onde a razão 

Io/I é representada graficamente em função da concentração dos surfactantes, SDS e NaDC

ação molar de 0,75 de NaDC.  Em todos os resultados obtidos para o NaDC, foi 

utilizada a mesma metodologia aplicada para quando NaC foi adicionado à BSA.  Observa-

se que os perfis são muito semelhantes para ambos os sais biliares (tabela 02). 
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I 0/I
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Figura 23: Variação da razão Io/I em função da concentração de (□) SDS e (○

NaDC  (■), e para fração molar de 0,75 moles de NaDC. 
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1.4 Efeito da concentração da proteína na ligação do SDS e do NaC  

urfactantes 

em proteínas [1,3,11-14,17,44]. O método aplicado aqui foi descrito por Lissi e colab. [44], 

que co

se que a razão I0/I, 

proporc

 

Diversos procedimentos têm sido usados para quantificar a ligação de s

nsiste em estimar uma pseudo-constante de ligação, definida como K, entre a 

proteína e os surfactante, através de medidas da intensidade do fluorescência da proteína, 

I0/I (intensidade de fluorescência na ausência e em presença de proteína), em função da 

concentração do surfactante e em diferentes concentrações de proteína. 

A Figura 24 apresenta alguns perfis obtidos para concentração crescente de SDS, 

em diferentes concentrações de BSA, 0,25, 0,1  e 0,025 %. Observa-

ionalmente diminui com o aumento da concentração da proteína. Este fato pode ser 

facilmente entendido, uma vez que com o aumento da concentração de proteína, tem-se 

também o aumento de sítios hidrofóbicos (de alta afinidade com os surfactentes), ocorrendo 

assim a redistribuição dos sufactantes nestes sítios. 

Figura 24: Gráficos de I0/I em função da [SDS] em ( ) 0,25% ;  

( ) 0,1% e  ( ) 0,025% de BSA. 
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Na próxim relações 

da relação da [SDS] versus [BSA a 25.  Todos os gráficos 

resultan

 

Figura 25: Gráficos da concentração de SDS em função da concentração de BSA 

usando-se os seguintes valores de Io/I: )1,28;  (▲) 1,20; ( ) 1,15 e (•) 1,08. 

 

O ção 

de surfactante mostrados nas Figuras 24 e 25, pode ser atribuído à distribuição do 

surfacta

 

onde [S]b e [S]f referem ado à proteína e livre, 

respectivamente.  O termo “livre” indica aquela concentração de monômeros “externa” 

a etapa, fixando na Figura 24 alguns valores de I0/I, obtêm-se cor

], que estão apresentadas da Figur

tes como o apresentado na figura 25 apresentam correlações lineares superiores a 

0,999. 
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 efeito da concentração de BSA sobre os perfis de I0/I em função da concentra

nte entre os sítios de ligação da  proteína e o meio externo à cadeia proteica. Assim, 

a partir dos perfis como os apresentados na Figura 25, a distribuição do surfactante pode ser 

quantificada nos termos de uma pseudo-constante de ligação, K, de acordo com a equação 

02 [44]: 

K  =  [S]b / {[S]f [BSA]}      equação 02 

-se às concentrações de surfactante lig
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à cadeia protéica, ou seja, não ligados à proteína. O método proposto para avaliar a 

constante K, está baseado na premissa de que o valor de I0/I está determinado somente 

pelo número médio de monômeros ligados por molécula de proteína, n. Sendo assim, 

como [S]b / [BSA] representa o número de moléculas de surfactante (n) ligadas por mol 

de BSA, a constante K pode ser expressa pela equação 03 [44]:  

[ ] fS
nK =          equação 03 

Na prática, a metodologia empre us ximação, que consiste em 

representar graficamente a concentração de surfactante necessária para alcançar uma 

determ

 

Figura 26: (A) Perfis da [NaC] vs. [BSA] para os seguintes valores de Io/I: (•) 1,15;  

(□)1,12;  ( ) 1,08; (■)1,05 e (○) 1,01. (B) Idem ara  [NaDC] em função da [BSA], para 

os seguintes valores de Io/I: (■) 1,08;  (□)1,06;  (•) 1,04; (○)1,02. 

gada a uma apro

inada relação de Io/I em diferentes concentrações de proteína. Em seguida, são feitas 

as extrapolações para zero de BSA a partir dos gráficos obtidos experimentalmente e 

estimam-se as concentrações de monômeros livres ([S]f). Das inclinações das retas resulta a 

estimativa média de monômeros ligados por molécula de proteína (n). As Figuras 26A e 

26B mostram, respectivamente, as variações das concentrações de NaC e de NaDC em 

função da [BSA] em diferentes valores da razão I0/I. 
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A Tabela 03 apresenta todos os parâmetros que foram obtidos a partir dos perfis das 

iguras 25 e 26. 

 

F

Ta

 (n) e concentração livre de monômeros  ([S]livre), obtidos dos perfis das 

Figuras 24 e 25. 

Su

bela 03: Parâmetros como número de moléculas de surfactante ligadas por molécula 

da proteína

rfactante Io/I Slivre (µM) n 103 K (M-1)  ST (µM)a  

NaC 
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Considerando a es ativa média de molécu gadas à proteína (n) 

listada na tabela 03, a razão n /n  varia de quatro a seis, dependendo da razão Io/I 

considerada. Por exemplo, quando I0/I é fixado em 1,08, os valores de K obtidos são 328, 

a  surfactante  em ca o de Io/I 

tim las de surfactante li

NaC SDS
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201 e 

ntende-se que [S]f representa a fração de monômero 

restante

ligação disponíveis da proteína, sem causar supressão de 

fluores

tida justifica a relação proporcional entre 

a quant

117 para o SDS, NaC e NaDC, respectivamente. Estes valores representam a 

quantidade de monômero ligado à proteína, quando obtidos em uma mesma relação de Io/I. 

Como já tem sido foi observado [44], K exibe pouca exatidão porque depende da incerteza  

na medida de [S]f estimada a partir das extrapolações. Entretanto, a tendência observada na 

tabela 03 pode ser aceita como real, isto é, para o SDS, os valores de K são maiores do que 

aqueles valores para os sais biliares. 

As diferenças observadas na eficiência de supressão podem ser explicadas também 

a partir de um segundo ponto da vista. A tabela 03 mostra valores de [S]f estimados a partir 

dos gráficos das Figuras 24 e 25. E

 (não ligado), isto é, o que se encontra no meio externo à cadeia protéica [44]. 

Conseqüentemente, esta quantidade de surfactante não promove supressão da fluorescência 

da BSA. Considerando-se sempre razões iguais de Io/I, de acordo com os valores 

apresentados na tabela 03, as concentrações de monômeros livres de NaC e NaDC são 

muito mais elevadas que aquelas obtidas para o SDS. Isto significa que o NaC e o NaDC 

exibem solubilidades mais elevadas no meio aquoso. Por exemplo, em  Io/I = 1,08 os 

valores de Slivre obtidos foram de 6,0, 7,0 e 0,7 µM para NaC, NaDC e SDS, 

respectivamente, representando uma diferença de ≈ 9 vezes. Apesar da incerteza na 

determinação da concentração livre do monômero, a tendência observada nas proporções 

dos valores tem coerência.  

Assim, uma explicação para a rápida diminuição de KSV com o aumento da 

concentração de BSA (veja Figura 22), é a de que há um processo de redistribuição de 

monômeros em sítios de 

cência dos resíduos do triptofano. Pode-se assim concluir que, quando a 

concentração da proteína for elevada, a distribuição dos monômeros sobre sítios de ligação 

da BSA sem supressão de fluorescência, é o efeito mais importante podendo, assim, 

explicar a rápida diminuição dos valores de KSV. 

O significado real deste parâmetro de ligação (n), no entanto, refere-se à quantidade 

de monômero ligado por mol de BSA que produz a supressão. Os resultados obtidos estão 

apresentados na Figura 27. A correlação linear ob

idade de proteína na solução e o processo de ligação representado pela razão Io/I.  
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Estes resultados estão de acordo com a conclusão que, no intervalo das 

concentrações de SDS e NaC estudadas, está se desenvolvendo a ligação específica da 

proteín

0,75  

 

a 

Figura 25, são 0,20 e 0,05, respectivamente. Esta diferença representa uma maior eficiência 

de supr

cesso de ligação específica sobre a BSA, independe 

a com os surfactantes e ainda, a linearidade dos gráficos, indica essencialmente 

supressão estática pelos monômeros de surfactante, mesmo para as misturas de 

surfactantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Perfil de  Io/I versus o número de monômeros de surfactante ligados  por 

molécula of BSA (n) obtidos para (○) SDS e (□) NaC, (■) χNaC 0,50 e (∇)χNaC 
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Acrescenta-se ainda que, para o SDS e o NaC, as inclinações obtidas a partir d

essão do SDS ≈ 4 vezes quando comparado ao sal biliar. Em outras palavras, usando 

a premissa no qual está baseado este método de avaliação [43,44], pode-se afirmar que a 

quantidade de NaC necessária para produzir a mesma razão de Io/I que o SDS produz sobre 

os resíduos de triptofano é de 4 vezes.  

Com a semelhança encontrada nos resultados de K e de KSV para os dois sais 

biliares estudados, conclui-se que o pro
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da diferença existente nas estruturas moleculares dos monômeros destes surfactantes que, 

basicamente, corresponde a três e dois grupos hidroxílicos, respectivamente. 

2.   Ligação com a BSA em altas concentrações de NaC, SDS e de SDoD  
 

Numa extensiva revisão sobre misturas de polímeros e surfactantes, E. D. Goddard 

[1] já concluía que a questão “como se formam complexos polímero-surfactante” é mais 

difícil 

 proteína, induzidas pela interação de surfactantes iônicos. Na prática, 

o espec

2.1. Medidas de Tensão Superficial para as misturas BSA - SDS e BSA – NaC 
 

a ausência e 

m presença de 1% de BSA, em 20 mM de tampão tris/HCl, pH 7,50. Na ausência de 

proteína, à medida que se adiciona  SDS à solução, a tensão superficial diminui até ocorrer 

de responder do que aquela “por que eles se formam?”. Vários fatores têm sido 

apontados como responsáveis pela ligação espontânea entre polímeros e surfactantes. A 

interpretação mais comum refere-se ao caráter hidrofóbico de polímeros e surfactantes, 

embora não explica, por exemplo, por que os catiônicos ligam-se com polímeros neutros 

apenas fracamente. 

Neste trabalho, a técnica de fluorescência foi utilizada para monitorar mudanças na 

estrutura terciária da

tro de emissão de fluorescência observado representa a média dos efeitos causados 

sobre os dois triptofanos da BSA nos seus respectivos microambientes da estrutura globular 

da proteína. De outro lado, sabe-se que a posição no espectro da banda de emissão é 

dependente da polaridade do solvente. A BSA nativa, em pH 7,0, por exemplo, emite em 

342 nm enquanto que, em 0,2 % de SDS, a emissão ocorre em 332 nm [10,46]. O 

deslocamento para comprimentos de onda menores tem sido atribuído à diminuição da 

polaridade do microambiente onde os resíduos de triptofano estão localizados [2,30,46]. 

Desta forma, variações da banda de emissão podem ser interpretadas como uma medida 

direta da ligação de agregados tipicamente micelares em sítios da proteína, adjacentes à 

localização dos triptofanos. Enfatiza-se que a polaridade da superfície micelar é estimada 

como próxima da polaridade de um álcool, enquanto que o interior da micela assemelha-se 

à polaridade de um hidrocarboneto [46].  
 

 

A Figura 28 mostra uma combinação dos perfis de tensão superficial n

e
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inflexã

 como o início de formação de agregados 

micelar

o brusca em 37 dina/cm identificada como a cmc em 3,8 mM de SDS, definida 

como início da formação de micelas de SDS. Quando BSA é adicionada, inicialmente é 

observado a diminuição dos valores de tensão superficial, de 68 dina/cm para 55 dina/cm. 

Este fato se deve ao fato de a proteína também apresentar atividade na superfície e com 

isso, causar a diminuição da tensção superficial. 

Diferentemente, o perfil em presença de BSA, mostra duas inflexões, sendo que a 

primeira ocorre em valores inferiores ao da cmc, porém, em maiores valores de tensão 

superficial,  44 dina/cm. Esta [SDS] é definida

es ligados à proteína, ocorrendo aqui em 3,3 mM de SDS. Em analogia às 

definições para misturas de polímeros e surfactantes [11,12,15,22,37,43], esta concentração 

é aqui definida como concentração de agregação crítica, cac. A interpretação do platô, que 

se forma acima da cac, é resultado do processo de associação cooperativa do SDS sobre a 

proteína enquanto que na interface solução/ar, a concentração monomérica de SDS é 

constante.  A partir do ponto definido no perfil de tensão superficial como C1, em 10 mM 

de SDS, tem-se o início do crescimento dos agregados micelares formados a partir do cac. 
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Figura 28: Gráfico de tensão superficial versus log [SDS] em 20 mM de tris/HCl, 

( )na ausência e em ( ) em presença de 1,0 % de BSA. 

O modelo mais adequado para interpretar a diminuição da tensão superficial acima 

do primeiro platô é aquele no quais os monômeros de SDS no equilíbrio 

monômero/proteína, deslocam-se para o equilíbrio ar/solução. Assim, em 37 dina/cm, 

inicia um segundo platô associado à saturação das cadeias da proteína, psp = 42 ± 4 mM. 

Assim, a partir desta [SDS], todo surfactante adicionado à solução contribui para a 

formação de micelas livres. A premissa desta conclusão é sustentada pelo fato de que, 

acima do psp, os valores de tensão superficial, com e sem proteína, são idênticos.  

O valor obtido por tensão superficial para o psp, é muito próximo daquele que 

representa a saturação da proteína medida por diálise por Reynold e Tanford [12]. Esta 

coincidência leva-nos a conluir que, mesmo via uma medida indireta, o segundo ponto de 

descontinuidade está ocorrendo nas proximidades da saturação, fato que permite assumir 

que a técnica de tensão superficial, mesmo dentro de limitações, é uma alternativa para 

medir a saturação de proteínas por surfactantes aniônicos. 

Quando NaC é adicionado à solução de  BSA, com o propósito de identificar os 

parâmetros de ligação, cac, psp e cmc, a Figura 29 apresenta os perfis de tensão superficial 

do NaC em presença e na ausência de proteína.  
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Figura 29: Gráfico de Tensão Superficial versus log [NaC] com 20 mM de 

tris/HCl, ( ) na ausência e em ( ) em 0,5 % de BSA. 

Diferentemente dos resultados apresentados para o sistema BSA-SDS (Figura 29),  

a inflexão em 48 dina/cm define uma cmc ocorrendo em 10 mM de NaC, tanto na ausência 

quanto em presença de BSA. Este resultado é idêntico àquele encontrado por Nakashima e 

col. [47]. Embora a cmc do colato de sódio dependa da técnica usada [23, 37, 39-43], este 

valor determinado está em concordância com aqueles relatados por outras técnicas, como 

por exemplo, por potenciometria (10,8 mM) [48] e por calorimetria (10 mM, em presença 

de 0,1 M de NaCl) [23]. 

É relevante anotar, como principal informação, que em misturas de colato de sódio 

e BSA, o perfil de tensão superficial mostra apenas uma inflexão que coincide com a cmc 

do NaC. Como a capacidade da proteína em diminuir a cmc, portanto, com aparecimento de 

uma cac, é usada como forte indicação de ligação do surfactante ao polímero e a extensão 

da diminuição tem sido usada como um parâmetro para avaliar a força da interação entre o 

polímero e o surfactante [49-51], o resultado da Figura 29 indica forte evidência de 

ausência de ligação cooperativa do NaC à BSA. 

Finalmente, como a técnica de tensão superficial é uma medida de uma propriedade 

da interface ar/água [2,6,49] e o processo de micelização que ocorre no interior da solução, 

as informações que a técnica fornece são indiretas porque estão relacionadas com o 

equilíbrio monomérico entre a interface e o interior. Sendo assim, as técnicas de 

condutividade elétrica e de fluorescência estacionária que seguem, são acrescentadas para 

complementar informações e aprimorar o entendimento dos sistemas aqui estudados. 

 

 

2.2. Condutividade elétrica em misturas BSA - SDS e em BSA – NaC 

 

A Figura 30 apresenta o perfil de condutividade elétrica para o SDS, na ausência e 

em presença de 0,1% de BSA, em 20 mM de tampão tris/HCl, pH 7,5. Na ausência de 

proteína, quando em baixas concentrações de SDS, à medida que a concentração é 

aumentada, a condutividade elétrica também aumenta, linearmente, até o início da 

formação de agregados micelares definido pela cmc. A cmc, nas condições da experiência, 
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ocorre em 5,0 mM de SDS. Acima da cmc, com a adição de mais SDS à solução, a 

condutividade volta a aumentar linearmente. Considerando que os agregados micelares são 

iônicos, a linearidade é forte indicação de que os agregados micelares que se formam acima 

da cmc mantém as propriedades interfaciais idênticas. 

Em mistura de proteína e surfactante, o perfil de condutividade elétrica, em analogia 

com as medidas já amplamente divulgadas, como por exemplo, poli(oxietileno) (PEO) e 

SDS [16,18,22], os perfis também indicam duas inflexões com as seguintes características: 

a primeira representa o início da associação cooperativa entre a proteína e o surfactante, 

cac, que, nas condições da experiência, ocorre em ≈ 1,4 mM e, o segundo, deveria ser a 

saturação da proteína por moléculas de surfactante, psp, mas, claramente, define o início de 

formação de micelas livres [16,18,22]. São características ainda duas regiões lineares (i) 

abaixo da cac, (ii) acima do psp e (iii) uma terceira não linear entre cac-psp [18,42,52]. 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

C
on

du
tiv

id
ad

e 
es

pe
cí

fic
a,

 µ
S

cm
-1

SDS, mM

cac

psp

cmc

Figura 30: Gráfico de condutividade elétrica para SDS: ( ) na ausência e ( ) em presença 

de 0,1% de BSA, em 20 mM de tampão Tris/HCl, pH 7,50. 
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Aquela abaixo da cac ( ≈ 1,4 mM), é associada ao processo de ligações específicas 

de monômeros em sítios hidrofóbicos da proteína. A região localizada entre a cac-psp, é 

definida como a etapa de formação de complexos BSA-SDS. Considerando a região inteira, 

observa-se que, nitidamente, ela não é linear. A variação do coeficiente angular nesta região 

para o complexo BSA-SDS oferece duas interpretações [20]:   

 

i. Se houver formação somente de complexo BSA-SDS, a variação do coeficiente 

angular, ao longo desta região, necessariamente deve estar relacionada com o 

processo de associação. Neste caso, o comportamento do perfil de condutividade 

elétrica colabora com o mecanismo de formação do complexo, via associação 

cooperativa ocorrendo com adição de monômeros, S, ao agregado no complexo, Sn, 

por etapa, conforme o equilíbrio: 

 

S +  Sn-1          Sn 

 

Assim, a cac pode ser considerada como a concentração de SDS onde os primeiros 

agregados com características micelares, pequenos e altamente ionizados começam a  

se formar. À medida que se aumenta a concentração de SDS, o coeficiente angular 

diminui, paulatinamente, porque os agregados crescem e tendem ao grau de 

ionização, tipicamente micelar, que somente é atingida no segundo ponto de 

descontinuidade, aqui denominado de psp. Dentro de uma aproximação, e 

considerando o intervalo de concentração, isto é, entre cac e ≈ 10 mM SDS, a 

estimativa do grau de ionização leva ao valor próximo 0,8. Este valor representa um 

agregado altamente ionizável e, tipicamente um agregado micelar pequeno.  

 

ii. Desenvolvimento de agregados mistos, complexo BSA-SDS e agregados 

tipicamente micelares normais: Neste caso, a contínua variação e, portanto, a 

diminuição do coeficiente angular, seria o resultado do balanço na contribuição de 

ambas a espécies, a micela de SDS com baixo grau de ionização e o complexo. 
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iii. A terceira região é linear e bem caracterizada na literatura [7,9,18,20]. Como 

discutido acima, a extensão da variação do coeficiente angular culmina com o ponto 

de descontinuidade psp, para o qual o coeficiente angular é constante e idêntico 

àquele do perfil de cmc para o SDS nas mesmas condições experimentais.  

O psp encontrado por condutividade elétrica é inferior ao encontrado por tensão 

superficial [43] e por diálise [12]. Como tem sido proposto [52], a saturação é um processo 

combinado: (i) a formação do complexo BSA-SDS que pode ser identificada no psp 

condutométrico (Figura 30), e (ii) o crescimento dos agregados do complexo BSA-SDS até 

a saturação, identificado pelo segundo ponto de descontinuidade na curva de tensão 

superficial e por diálise. A saturação seria, então, determinada pelo preenchimento de todas 

as “cavidades hidrofóbicas” em cuja concentração de SDS define-se a saturação da 

proteína. O crescimento dos agregados em concentrações abaixo da saturação, já tem sido 

documentado por outros autores [20,31].  

Recentemente, Santos e colaboradores [20], por SAXS observaram que a 

anisometria dos agregados variavam de 1 a 1,3, entre 10 e 50 mM de SDS (em presença de 

1% de BSA) e que acima, até 80 mM, a anisometria permanece constante. Utilizando 

SAXS, nós observamos também que o SDS desenovela a proteína até o psp tensiométrico, 

ligando nas cavidades hidrofóbicas da macromolécula mas que é independe da força iônica 

da solução [20,52].  
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Figura 31: Gráfico de condutividade elétrica para NaC: ( )em ausência  e ( ) em 

presença de 0,1% de BSA, em 20 mM de tampão Tris/HCl, pH 7,50. 

A Figura 31 mostra os perfis de condutividade elétrica para o NaC na ausência e em 

presença de 0,1% de BSA. Os dois perfis exibem comportamentos lineares e, a cmc 

tensiométrica (indicada no gráfico pela linha tracejada), não é observada por condutividade. 

Entretanto, uma análise mais detalhada nas regiões de concentrações diluídas, revela 

um pequeno desvio da linearidade. A Figura 32 mostra um perfil ampliado em regiões de 

baixas concentrações de NaC. Este desvio da linearidade está em acordo com a formação 

de dímeros de colato de sódio e ocorre em [NaC] onde Oakenfull e Fisher [53] observaram 

um desvio nos perfis de condutância equivalente previsto pela equação de Onsager.  Vários 

outros autores também já obtiveram resultados similares [38,39,54], concluindo que a 

explicação mais provável para este desvio está relacionada com a pré-agregação de ânions 

de sais biliares, formando dímeros. 
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Figura 32: Condutividade elétrica em baixas concentrações de NaC. 
 

 

2.3. Efeito da concentração de SDS sobre a emissão de  fluorescência da BSA 
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Informações sobre a natureza dos agregados formados entre proteínas e surfactantes 

podem ser obtidas através da fluorescência estacionária dos resíduos de triptofano da cadeia 

protéica. Na prática, o espectro observado representa a média dos efeitos causados sobre os 

dois triptofanos da BSA nos seus respectivos microambientes da estrutura da proteína. 

A Figura 33 apresenta os espectros de emissão de fluorescência para uma solução 

de 0,1% de BSA, registrados para diferentes [SDS]. Observando a Figura 34 com atenção, 

dois importantes efeitos ficam evidentes: o primeiro, em baixas concentrações de SDS, até 

≈ 30 µM, em 340 nm ocorre progressiva supressão da fluorescência e, o segundo, acima 

desta [SDS], a banda de emissão desloca-se para comprimentos de onda menores. 
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Figura 33: Emissão de fluorescência para 0,1% BSA: ( ) ausência de SDS e em presença 

de diferentes concentrações de SDS: ( ) 1,5 mM; ( ) 2,0 mM; ( ) 10 mM; (a) 0,03 mM; 

(b) 0,075 mM; (c) 3,0 mM e (d) 4,0 mM. 
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A variação das bandas de emissão de fluorescência observadas na Figura 33 podem 

ser assim interpretada: 

i.   Até ≈ 0,03 mM de SDS, ocorre cerca de 60 % supressão da fluorescência. Esta é 

a região de ligação específica de monômeros de SDS já descrita acima, na 

primeira parte da discussão deste trabalho, no ítem 1. 

ii.   Acima de 0,03 mM de SDS, até ≈2 mM, a intensidade de fluorescência 

permanece constante. Salienta-se que esta região coincide com o primeiro platô da 

supressão da fluorescência (veja Figura 34), embora a banda de emissão desloca-

se para 322 nm. Se o deslocamento está vinculado com mudanças de polaridade, 

entende-se que neste intervalo próximo da cac (Figura 35), o processo de ligação 

já é cooperativo formando pequenos agregados micelares próximos dos resíduos 

de triptofano que sentem um ambiente menos polar. 

iii.   Acima da cac, observa-se uma segunda etapa de supressão da fluorescência 

concomitantemente com deslocamento da banda de emissão para 310 nm (≈ 10 

mM de SDS). Este deslocamento indica que os resíduos de triptofano 

progressivamente estabelecem-se em ambientes cuja polaridade é tipicamente de 

micelas. 
 

Também foi usada neste trabalho a metodologia que utiliza perfis das razões de 

intensidade de emissão de fluorescência Io/I versus concentração do supressor para 

acompanhar propriedades e mudanças estruturais de proteínas [10-13,30,46].  Salienta-se, 

no entanto, que ela é restrita somente àqueles casos onde a supressão ocorre sem 

deslocamento da banda de emissão. Uma metodologia alternativa, que não requer 

constância da banda de emissão, é via a representação do perfil construído expressando 

graficamente a área normalizada das bandas de emissão (Ao/A) versus [Surfactante], onde 

Ao e A representam as áreas das bandas de emissão na ausência e em presença do 

supressor, respectivamente. Assim, com a finalidade de apresentar a influência da 

concentração do surfactante sobre a emissão de fluorescência da BSA,  a Figura 34 mostra 

os perfis de Ao/A versus [SDS] em presença de 0,1 e 0,25% de BSA. O anexo destaca os 

perfis em baixas concentrações de SDS, enfatizando a região da cac. Curiosamente, eles 

descrevem isotermas com as mesmas formas daquelas isotermas de ligação, como quando 
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se representa o “número de ligantes associados por molécula de proteína em função da 

concentração de ligantes livres” [5,11,14,56]. 

Como se observa, em baixas concentrações de SDS, até cerca de  0,075 mM (veja o 

anexo da Figura 34), a razão Ao/A aumenta rapidamente indicando forte supressão de 

fluorescência. Em seguida, a supressão é parcialmente interrompida e o perfil exibe um 

platô que termina em concentrações de SDS próximas da cac ≈ 2 mM, indicada por 

condutividade elétrica (Figura 34). Acima da cac, a isoterma exibe um perfil signoidal, 

tipicamente de processos onde ocorre ligação cooperativa [5,11,56,57]. Finalmente, em 

altas [SDS], aparece um segundo platô, descrito como a região de saturação da proteína por 

monômeros de surfactante [5,11,57]. Observa-se que efeito de supressão torna-se constante 

em ≈ 9 e ≈ 17 mM de SDS para 0,1 e 0,25 % de BSA, respectivamente. 
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Figura 34: Efeito da [SDS] sobre a razão A0/A em uma solução de ( ) 0,1% e ( ) 

0,25% de BSA. O anexo amplia a região de baixas concentrações de SDS. 

 

Enfatiza-se que estes resultados não contradizem aqueles obtidos por SAXS [20], 

onde em 1% BSA, os perfis de intensidade de espalhamento de raios-X mostram que, acima 
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de 5 mM de SDS, o pico micelar progressivamente aumenta de intensidade, indicando um 

aumento na dimensão da partícula dispersa acompanhada de modificação na estrutura 

terciária da proteína [5,23,52]. 

Diferentemente do comportamento da cac, em função da concentração, para os 

casos com polímeros neutros, já amplamente descritos na literatura [1,3,11,15,18,37], os 

perfis da Figura 34 indicam que a cac depende da concentração de proteína (veja também o 

anexo da Figura 34). Assim, podem ser relacionados os valores de cac sendo ≈ 1,5 e ≈ 2,4 

mM em presença de 0,1 e 0,25% de BSA, respectivamente. 

Técnicas utilizando sondas fluorescentes como o pireno, vem sendo bastante usadas 

para monitorar processos de auto-associação de surfactantes e com a possibilidade 

determinar parâmetros como cmc [26,58,59] e cac [26,60] quando em presença de proteína. 

O pireno, como uma sonda “externa” (não faz parte da estrutura da proteína), pode 

distribuir-se em diferentes microambientes, preferencialmente nos apolares, porque é uma 

molécula muito pouco solúvel em água. A técnica consiste em representar a razão I1/I3 

versus Log[SDS]. Sendo assim, a Figura 35 representa um exemplo aplicado a uma mistura 

contendo proteína. 
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Figura35: Dependência da razão I1/I3 dos espectros de fluorescência do pireno com a 

[SDS] em presença de 0,1% de BSA, em 20mM de tampão Tris/HCl, pH 7,5. 
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 Para concentrações de SDS muito baixas, o perfil da Figura 35 indica que o pireno 

se localiza no interior da proteína, considerando que o valor da razão I1/I3 relatado para 

solução aquosa é de ≈ 1,84 [49] e o valor encontrado somente na presença da proteína, ou 

seja, na ausência de SDS, é ≈ 1,28 [49]. Com a adição de SDS à solução, o pireno indica 

um ambiente mais apolar, diminuindo a razão 1,14, típico valor encontrado em micelas de 

SDS [38, 49]. No perfil de I1/I3 em função da concentração de surfactante, a cac é atribuída 

à concentração de surfactante onde ocorre a inflexão em 1,9 mM de SDS. Nas condições 

do experimento, a cac ocorre numa concentração de SDS muito próxima dos valores 

obtidos por condutividade elétrica (1,4 mM) e por supressão da fluorescência do triptofano 

da BSA (1,5 mM).  

 

 

2.4. Efeito da concentração de SDoD sobre a fluorescência da BSA 

 

Quando SDoD é adicionado à solução contendo 0,1% BSA, observa-se resultados 

bastante semelhantes aos observados anteriormente para o sistema BSA-SDS, desde o 

efeito de supressão da intensidade da fluorescência, até o de deslocamento da banda de 

emissão para comprimentos de onda menores (Figura 36).  O anexo mostra variação da 

banda de emissão em diferentes concentrações de SDoD.  

Observa-se que o perfil de A0/A em função [SDoD] descreve uma isoterma com as 

mesmas características daquelas apresentas anteriormente na figura 35, quando SDS foi o 

surfactante utilizado. No entanto, é interessante observar que o SDoD demostra ser um 

agente supressor cerca de três vezes mais eficiente que o SDS (compare o anexo da Figura 

36 com a Figura 32). 

Embora SDS e SDoD tenham valores diferentes de cmc e cac, considerando o 

aumento drástico observado na supressão em baixas concentrações de surfactante para o 

SDoD, o primeiro patamar inicia em ≈ 0,07 mM, no mesmo intervalo onde ocorre no perfil 

com SDS (Figura 36). 
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Figura 36: Efeito da [SDoD] sobre a razão A0/A em uma solução contendo  0,1% 

de BSA. O anexo apresenta bandas de emissão de fluorescência  ( ) na ausência e nas  

[SDoD]: ( ) 0,5; ( ) 1,5;  ( ) 2,0; ( ) 4,0 e ( ) 10 mM. 

 

Conclui-se, então, que o processo de ligação específica, para ambos surfactantes, 

pouco depende das ações individuais no processo de associação cooperativa. Observa-se 

ainda que a cac, prevista no perfil da Figura 36, ocorre em  ≈ 15 mM de SDoD, enquanto 

para o SDS ocorre em ≈ 2 mM (Figura 32). Neste caso, o segundo platô e, portanto, o 

efeito de supressão, cessa em ≈ 40 mM de SDoD. 
 

 

2.5. Supressão da fluorescência da BSA em misturas contendo SDS e NaC  
 

Sabe-se que a associação entre sais bilares em solução aquosa é pouco cooperativa 

e, em presença de polímero, este fenômeno é ainda mais irrelevante [38,57].  

Recentemente, medidas de condutividade elétrica e de fluorescência desenvolvidas por 

Zanette e col. [38] em misturas de PEO e NaC, eles demonstraram que o colato de sódio 

não exibe nenhuma tendência para ligar-se cooperativamente com o polímero. No entanto, 
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eles observaram que o processo de associação do colato ao polímero pode ser induzido com 

a adição de um segundo surfactante aniônico como o SDS. Neste caso, propuseram a 

formação de complexos mistos dos surfactantes com polímero neutro, PEO-SDS-NaC, que 

ocorria somente em altas frações de SDS, acima de 0,7.  

Utilizando a mesma técnica de representação do efeito de concentração sobre a 

supressão de fluorescência da BSA acima proposta, a Figura 37 mostra diferentes perfis de 

Ao/A em função da [surfactante] para  NaC e para duas frações molares, uma rica em SDS e 

uma segunda em NaC. Para efeitos comparativos, foi repetido o perfil do SDS da  Figura 

37. Na Figura 37, as linhas pontilhadas destacam a saturação da proteína em SDS e na 

fração molar de 0,6, ocorrendo em 10 e 18 mM, respectivamente. O anexo da Figura 37 

mostra detalhes dos perfis em baixas concentrações dos surfactantes e misturas. 
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Figura 37: Variação de A0/A versus [surfactante]: ( ) NaC; ( ) SDS; ( ) fração 

molar 0,6 de SDS; ( ) fração molar 0,4 de SDS. O anexo destaca o perfil em baixas 
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A partir da Figura 37 as seguintes observações são relevantes: 

 

(i) O primeiro ponto a destacar é a significativa diferença do perfil do NaC 

comparativamente com o do SDS, ou com o SDoD (Figura 36). Sem dúvida, as 

características que evidenciam um processo de associação, por um mecanismo 

de ligação cooperativa, para o caso com o colato de sódio, estão completamente 

ausentes. A supressão que o colato exerce sobre a fluorescência está restrita, 

apenas para baixas concentrações. Desta forma, associando à discussão já 

desenvolvida acima, conclui-se aqui que, o processo de ligação do colato à 

proteína,  está restrito somente a  ligação tipicamente específica.  

 

(ii)       O NaC suprime a fluorescência até no máximo em 1,5 mM de NaC e, acima, o 

perfil indica um “extenso” patamar de saturação. Este resultado é extremamente 

relevante porque podemos concluir que, na região do platô, todo fenômeno de 

auto-associação do colato de sódio deve ocorrer na região “externa” da proteína. 

De fato, o perfil mostra que em 10 mM, onde está prevista a cmc do NaC, 

nenhuma alteração da intensidade de fluorescência é observada e a banda em 

324 nm (Figura 38), diferentemente do que ocorre para o SDS que desloca-se 

para 317 nm (Figura 33),  é invariável,  mesmo em altas concentrações de NaC.  

 

(iii) Embora na Figura 37 não estão apresentados os perfis intermediários, somente 

na fração 0,6 de SDS é de que o perfil da mistura recupera as características 

daquele do SDS quando puro. Caso a premissa acima desenvolvida esteja 

correta, esta fração define o limite máximo de NaC na mistura para que o 

sistema desenvolva um processo de associação cooperativa e forme na proteína 

agregados mistos de SDS e NaC. 
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Figura 38: Espectros de emissão de fluorescência do NaC, em presença de 0,1 % de 

BSA, na ausência de NaC ( ), em  1,5 ( ) e  em 10 mM de NaC ( ). 

 

A conclusão apresentada no item (iii), é aqui ratificada através de uma experiência 

adicional de fluorescência utilizando a técnica de adição do pireno ao sistema, como  já foi 

apresentado acima na figura 35. Assim, a Figura 39 mostra um perfil I1/I3  versus o 

logaritmo da [NaC] referente à supressão do pireno.   
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Figura 39: Dependência da razão I1/I3 nos espectros de fluorescência do pireno com a 

[NaC] em presença de 0,1% de BSA, em 20mM de tampão Tris/HCl, pH 7,5. 
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Sendo assim, a Figura 39 fornece-nos as seguintes informações: 

Considerando que o valor de I1/I3  do pireno em água é ≈ 1,8 [49], quando [NaC] 

está ausente, a razão I1/I3  encontrada é igual 1,33, valor significantemente diferente do 

valor quando somente em água. Este fato é interpretado assumindo que o pireno, quando 

em presença de 0,1 % de BSA e, mesmo na ausência de surfactante, ele preferencialmente 

localiza-se em microambientes da estrutura natural da proteína mais apolar do que a água.  

Com a adição da NaC,  a razão de ≈ 1,33 permanece constante até próximo da cmc do 

colato  de sódio que, quando em ≈ 10 mM (cmc encontrada por tensão superficial, Figura 

20), a razão diminui fortemente para valores abaixo de 0,9. Já tem sido documentado na 

literatura que, em solução contendo micelas secundárias de colato de sódio, o pireno exibe 

valores de I1/I3  próximos de 0,8 [37,38,49,50,59]. Com a formação de agregados micelares 

de NaC, o pireno distribui-se na fase micelar e progressivamente “sente” um ambiente 

micelar mais apolar. Estes resultados são consistentes com o modelo onde, com a adição de 

NaC,  o pireno dissolvido em sítios mais hidrofóbicos da proteína, não “sente” a presença 

de monômeros de colato de sódio até a ocorrência da cmc, isto é, efetivamente, combinando 

os resultados de supressão da fluorescência da proteína com os do pireno é mais uma 

evidência de que o processo de auto-associação do colato de sódio ocorre em meios 

externos à proteína.   

Observa-se ainda que o valor de I1/I3 em micelas de SDS é próximo de 1,20 [49]. 

Assim, as expressivas diferenças dos valores de I1/I3  nas micelas de SDS e NaC serão 

usadas aqui (veja mais abaixo) como ferramenta para acompanhar mudanças na 

composição da mistura SDS-NaC, isto é, a razão deverá variar progressivamente a medida 

que micelas mistas tornam-se mais ricas em um dos componentes.   

O efeito da composição da mistura de SDS-NaC em presença de BSA é melhor 

interpretado medindo a supressão da fluorescência da BSA em função da variação da fração 

molar da mistura de surfactantes. Nesta metodologia, foram fixadas duas concentrações da 

mistura, uma em 5 mM, próxima a cac, e uma segunda em 15 mM, já em regiões de 

saturação nos perfis apresentados na Figura 25.   

A Figura 40 apresenta os perfis obtidos, Ao/A vs fração molar de SDS, em presença 

de 0,1% de BSA. 
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Figura 40: Variação da relação A0/A em função da da fração molar de SDS em 

concentração total de surfactante fixa em ( ) 5 e ( ) 15 mM. 

 

Uma análise dos perfis da Figura 38 indica quatro regiões distintas: 

i) A primeira ocorre em altas frações de NaC, de 1 a 0,9. Observa-se que a adição 

de somente uma pequena quantidade de SDS à solução contendo NaC é suficiente para 

provocar aumento da emissão de fluorescência, cerca de 25%. Esta tendência de aumento, 

provavelmente, tem relação com o fato de que o SDS exibe um efeito mais pronunciado no 

processo de ligação com a proteína [5,38]. Uma possível interpretação seria a de que, como 

o aumento da intensidade de fluorescência ocorre somente acima da cac, o SDS adicionado 

à solução liga-se a proteína, forçando a formação de um complexo misto entre BSA-SDS-

NaC. Com isto, o ambiente dos triptofanos tornam-se mais hidrofóbicos.  

ii) No intervalo de χNaC entre 0,9 e 0,6, a razão A0/A praticamente é invariável. 

Nesta segunda região, embora a composição da mistura varie, o resultado é base para 
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acreditar na premissa onde toda mudança de propriedade observada nestas condições, está 

ocorrendo na região externa da proteína. 
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Figura 41: Espectros de emissão de fluorescência em presença de 0,1 % de BSA, 

com fração molar de 0,5 de NaC: ( ) em ausência; e em presença de ( ) 0,075, ( ) 1,5 e 

( ) 14 mM de surfactante. 
 

iii) Com a adição de mais SDS, a razão A0/A rapidamente aumenta até χSDS ≈ 0,6 e, 

acima deste valor, o sistema praticamente ignora as mudanças da composição de 

surfactante. Nesta composição e em altas [surfactante], a banda de emissão de fluorescência 

desloca-se para 311 nm (veja Figuras 41) que é o mesmo deslocamento já observado e 

comentado, quando em altas [SDS] (veja Figura 35), fato que sugere, nesta terceira região, 

o desenvolvimento de complexos mistos de BSA-SDS-NaC.  

iv) Finalmente, com a adição de mais SDS à mistura, χSDS ≥ 0,4, é observado um 

patamar no perfil indicando que, a partir desta fração molar nenhuma variação da emissão 

de fluorescência pode ser observada com a variação da mistura de surfactante. Este fato 

indica que, acima desta fração molar, está ocorrendo processo de ligação cooperativa entre 

a BSA e a mistura de surfactantes, visto que todo o surfactante adicionado está se ligando à 

cadeia proteíca, nos mesmo ambientes quando somente SDS é adicionado à BSA. 
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Quando SDoD foi adicionado à solução contendo NaC e BSA, observou-se 

resultados bastante semelhantes aos relatados para a mistura BSA-SDS-NaC, desde o efeito 

de supressão de fluorescência, até o de deslocamento da banda de emissão. A Figura 42 

mostra diferentes perfis de Ao/A versus [surfactante] para  SDoD, NaC e para três frações 

molares, uma rica em SDoD, a segunda em NaC e uma terceira intermediária. Para efeitos 

comparativos, foi repetido o perfil do SDoD da  Figura 35. 
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Figura 42: Variação de A0/A versus  [surf.]: ( ) SDoD; ( )NaC;   fração molar 

com 0,2 de NaC ( ); fração molar 0,3 de NaC ( ); fração molar com 0,5 de NaC ( ). 

 

Observa-se que o perfil com fração molar χNaC = 0,3 apresenta as mesmas 

características do SDoD puro, enquanto a fração  χSDoD = 0,5 apresenta características 

intermediárias entre os perfis. As observações e conclusões relevantes da Figura acima são 

idênticas às apresentadas na Figura 42 quando estuda a mistura BSA-SDS-NaC e não cabe 

aqui repetir toda a discussão.  
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2.6. Medidas de condutividade elétrica  

 

Enfatizamos que os resultados de fluorescência apresentados, são medidas físico-

químicas avaliadas sobre a molécula de proteína e os processos que ocorrem externamente, 

isto é, na solução, só podem ser analisados indiretamente. Em contrapartida, neste trabalho, 

a técnica de condutividade elétrica tem sido importante porque ela fornece informações de 

propriedades da solução. Esta metodologia é bastante aplicada para surfactantes iônicos 

para identificar as condições experimentais onde ocorre uma cmc e/ou cac [2,6,16,18,49] e, 

particularmente neste nosso caso, complexos proteína-surfactante.  

Os perfis de condutividade elétrica para soluções contendo 0,1% de BSA, em 

presença de SDS e NaC, já foram apresentados e discutidos no ítem 2.2.  

A Figura 43 apresenta o perfil de condutividade elétrica para solução de BSA 0,1%, 

com a mistura dos surfactantes SDS e NaC, sendo χSDS = 0,75, correspondente a região de 

mínimo da razão A0/A em função da fração molar de surfactante, apresentada na Figura 40.   
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Figura 43: Condutividade elétrica (em µS cm-1) em presença de BSA 0,1%, em 20 

mM de tampão Tris/HCl (pH 7,50) para a fração molar com 0,75 de SDS. 
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São observadas neste perfil duas inflexões, sendo a primeira atribuída a cac em 2,4 

mM, e a segunda ao  psp, em 8,7 mM. Lembramos que, a presença de duas inflexões no 

perfil de condutividade elétrica, é evidência do desenvolvimento de processo de ligação 

cooperativa entre a proteína e surfactantes [16,18,38]. 

A Figura 44 mostra o perfil de condutividade elétrica em presença de BSA 0,1% 

para χSDS = 0,25. Nesta composição dos surfactantes, em ≈ 5,0 mM o perfil apresenta 

Figura 44: Condutividade elétri

apenas uma inflexão, típica de cmc. 

ca (em µS cm-1) em presença de BSA 0,1% versus 

  

Combinando o resultado apresentado pelo perfil da Figura 42 com os obtidos por 

fluores
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[surfactante], para a fração molar de 0,25 de SDS. 

cência estacionária (como discutido anteriormente na Figura 38, onde foi excluído 

qualquer efeito sobre a molécula fluorescente da proteína pelos surfactantes ligados), no 

intervalo de fração molar compreendido entre 0,9 - 0,6 de NaC, pode-se concluir que os 

agregados mistos são bastante relacionados com micelas mistas livres, ou seja, não estão 

ligando-se cooperativamente com a cadeia protéica. 
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Os valores das inclinações das regiões lineares dos perfis de condutividade abaixo 

(S1) e acima (S3) da cac, estão apresentados na tabela 04, em Ω-1 cm2 mol-1. Desde que a 

grandeza das inclinações das regiões lineares represente a condutividade equivalente das 

espécies iônicas em solução, S1 pode ser definido como sendo a contribuição das espécies 

iônicas em solução, isto é, Na+, DS- e o tampão. Para o SDS, por exemplo, o S1 pode ser 

representado pela soma das duas condutividades equivalentes limite do ânion e do cátion, 

isto é, 

 
o
Na

o
DSS +− += λλ1        (equação 04) 

 

Acima da cac, a interpretação é mais complexa, pois se deve considerar a 

contribuição dos contra-íons dissociados e a contribuição da micela.  Sendo assim, a partir 

das regiões lineares, os valores das inclinações foram obtidos em Ω-1 cm2 mol-1, estão 

listados na tabela 04, representando a condutividade equivalente das espécies iônicas em 

solução. 

 

Tabela 04: Valores das inclinações e inflexões obtidos a partir dos gráficos de 

condtutividade elétrica em unidades Ω-1 cm2 mol-1, das regiões lineares abaixo da primeira 

(S1), entre a primeira e segunda (S2) e acima da terceira (S3) inflexão. 

χSDS S1 S2 S3 1a inflexão, 

(mM) 

2a inflexão, 

(mM) 

1,0 58,1 42,5 29,36 1,6 ± 0,1 9,5 ± 0,2 

0,75 56,0 51,2 61,5 2,4 ± 0,1 8,7 ± 0,2 

0,5a 52,0  35,0 4,3 ± 0,1  

0,5 51,0  38,0 3,5 ± 0,1 5,8 ± 0,2 

0,25 50,6  45,0 5,0 ± 0,1  

0,0 48,6     
(a) Parametros obtidos em ausência de BSA. 
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A partir dos parâmetros obtidos por condutividade elétrica apresentados na tabela 

04, torna-se clara a formação de agregados mistos, observada as mudanças ocorridas nos 

valores das inflexões e nos valores de S3. É evidente que é suficiente a adição de uma 

pequena quantidade de NaC para desestabilizar o complexo misto BSA-SDS-NaC, 

causando um pequeno aumento na cac (1,6 para 2,4 mM em χSDS = 1,0 e χSDS = 0,75, 

respectivamente) e, ainda, uma pequena diminuição no psp (9,5 para 8,7 mM, 

respectivamente).  Conseqüentemente, com o aumento da cac e a diminuição do psp, ocorre 

a diminuição do intervalo onde os surfactantes estão ligando-se à BSA, isto é, diminui a 

região observada entre a primeira e a segunda inflexão. Este efeito está de acordo com os 

resultados já encontrados para as misturas de PEO e estes mesmos surfactantes [38,39]. 

Por fim, a Figura 45 apresenta os perfis de condutividade elétrica em presença e  

ausência de BSA 0,1%, para χSDS = 0,5 (lembrando que, esta fração molar corresponde a 

região intermediária obtida na Figura 39).  
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Figura 45: Condutividade elétrica (em µS cm-1) em função da fração molar de  0,50 de 

SDS em presença de BSA 0,1% ( ) e na ausência de proteína ( ). 
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A partir da Figura 45, não fica claro se existe apenas uma inflexão típida da cmc 

(como a observada na Figuras 44, para χSDS = 0,25) ou duas inflexões como as obtidas nos 

perfis das Figuras 30 e 43, para SDS e χSDS = 0,75. Coincidentemente, quando em ausência 

de  BSA,  a cmc ocorre em 4,3 ± 1 mM, sendo bastante próximo do valor encontrado a 

partir da intercepção das linhas abaixo e acima da região de descontinuidade mostradas no 

perfil em presença de BSA 0,1%, de ≈ 4,8 mM. Uma segunda coincidência que ocorre 

entre os perfis abaixo, é correspondente aos valores obtidos das inclinações das regiões 

lineares em presença e em ausência de BSA, sendo que S1 obtido foi de 51,0 e 52,0, e S2 foi 

38,0 e 35,0, respectivamente. 

A formação de agregados mistos de SDS-NaC pode ser explicada a partir da 

variação dos valores das inclinações dos perfis obtidos por condutividade elétrica (tabela 

04). Sabe-se que a magnitude dos valores de S3 obtidos pelos perfis de condutividade 

elétrica em função da concentração de surfactante em presença de polímero, é geralmente 

relatado como o desenvolvimento de micelas livres [1,5,29,38,49]. Na tabela 04 pode-se 

observar que, com o aumento da fração molar de NaC, S3 aumenta proporcionalmente 

aproximando-se dos valores obtidos para o NaC puro, S1 = 48,6 Ω-1 cm2 mol-1, não 

apresentando nenhuma inflexão, mesmo em presença de proteína. De fato, a tabela 04 

apresenta S3 = 29,3 e 45 Ω-1 cm2 mol-1 para χSDS = 1 e 0,25, respectivamente, e para o 

colato de sódio puro S3 = 48 Ω-1 cm2 mol-1. Estes resultados concordam com a conclusão de 

que, com o aumento da fração molar de NaC, os agregados micelares começam a se tornar 

mais ionizados, aproximando-se das características dos agregados tipicamente de NaC. 

 

 

2.7. Flurescência estacionária do pireno, em misturas de BSA-SDS-NaC 

 

Medidas de fluorescência estacionária utilizando o pireno como sonda fluorescente, 

foram realizadas com o intuito de observar o efeito da concentração da BSA sobre a 

variação de polaridade dos microambientes onde a sonda se localiza. Desta forma, a Figura 

46 apresenta a variação da razão I1/I3 em função da concentração de BSA, em diferentes 

concentrações de NaC. Quando em baixas concentrações de NaC, as razões I1/I3 aumentam 

com a concentração de BSA, indicando que, com a adição de NaC, a sonda “sente” um 
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ambiente mais polar daquele quando na ausência. Quando se aumenta a concentração do 

NaC, os valores da razão I1/I3 tornam-se insensíveis ao efeito da concentração de BSA, em 

concentrações de surfactante superior à cac (10 mM por tensão superficial). Este efeito 

indica que a sonda percebe invariavelmente a mesma polaridade, independentemente da 

concentração de surfactante. Este comportamento é diferente daqueles resultados 

observados na supressão da fluorescência da proteína.   
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Figura 46: Variação de I1/I3 dos espectros de fluorescência do pireno em função da 

concentração de BSA, nas diferentes concentrações de NaC: 10 mM ( ); 15 mM ( ); 30 

mM ( ); 40 mM ( ); 60 mM ( ); 100 mM ( ). 

 

 

A partir dos resultados da Figura 46, em baixas concentrações de NaC, conclui-se 

que o pireno distribui-se entre a proteína e os pequenos agregados de NaC na solução. 

Conforme a concentração de NaC é aumentada, os agregados crescem e tornam-se menos 

hidrofílicos, deslocando assim o equilíbrio para o seu interior. Observe que, em altas 
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concentrações do sal biliar, a razão I1/I3 tende a valores idênticos àqueles para 

hidrocarbonetos descritos na literatura especializada [9,26,49]. Estes resultados são muito 

semelhantes aos encontrados por Ueno e colaboradores [38,48], que concluíram que a 

molécula de pireno localiza-se “prensada” entre as faces apolares de duas moléculas de 

colato de sódio. 

A Figura 47 apresenta a variação da razão de  I1/I3 em função da fração molar de 

NaC, em várias concentrações fixas de surfactante  em presença de BSA 0,1%. 
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Figura 47: Variação da razão I1/I3 em função da fração molar de NaC, em presença 

de BSA 0,1% , nas diferentes concentrações de surfactante: 10 mM ( ); 15 mM ( ); 20 

mM ( ); 30 mM ( ); 40 mM ( ); e 60 mM ( ). 
 

 

A Figura 47 apresenta três regiões distintas sendo: 
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i) Nas frações molares ricas em SDS, a razão I1/I3 é cosistente com a solubilização dos 

monômeros de NaC entre os agregados de SDS. Observe que χSDS = 1, o valor da 

razão I1/I3 é ≈ 1,18, semelhante ao relatado para micelas de SDS (Figura 35) [38,61]. 

Os valores de I1/I3 em presença de BSA podem ser explicados com base nos sítios da 

BSA onde a sonda está solubilizada. Como os agregados micelares ligados a proteína 

usualmente são menores que as micelas regulares livres em solução [38,20], os 

valores apresentados para a razão de I1/I3 em presença de proteína, sugerem que o 

pireno está mais exposto à solução aquosa que quando comparado com a presença de 

somente micelas regulares [38,60], ou seja, em presença de proteína ele se encontra 

em um ambiente mais polar quando comparado com o das micelas regulares. 

ii) Na segunda região intermediária, a razão I1/I3 mostra uma pequena variação com a 

fração molar de NaC. Estes resultados concordam com formação de micelas mistas, 

que variam de acordo com composição de surfactante, embora sejam cada vez sejam 

mais ricos em NaC e se encontram em equilíbrio com a proteína em solução. 

iii) Os resultados mais interessantes, todavia, são referentes aos diferentes perfis 

encontrados para χNaC > 07, onde a razão I1/I3 é bastante sensível à concentração total 

de surfactante. Observe que, para as mesmas concentrações de surfactante, isto é, 10 e 

15 mM, a razão I1/I3 aumenta com o aumento da fração molar de NaC à mistura. Mas 

esta razão I1/I3 diminui para as concentrações de 30, 40 e 60 mM de surfactantes, 

também com o incremento de NaC à mistura. Estes comportamentos opostos de 

acordo com a concentração de surfactante, podem ser relacionados com a 

polidispersibilidade da solução, que contém agregados micelares ricos em NaC, isto é, 

micelas primárias e secundárias. Conseqüentemente, pode-se esperar que os 

agregados de colato de sódio tenham multiplos sítios de ligação com propriedades 

diferentes. As mudanças abruptas nos valores de I1/I3 que ocorrem entre 15 mM e 30 

mM de surfactante, concordam com as conclusões de Bohne e colaboradores [38]. De 

fato, foi sugerido a ocorrência de somente micelas preliminares abaixo de 20 mM de 

NaC, visto que, acima desta concentração agregados secundários também começam a 

ser formados [38]. Pode-se concluir assim que, como nos resultados anteriores, 

quando a composição de surfactante fica rica em NaC, χNaC > 07, micelas mistas ricas 

em NaC são formadas em solução e não se ligam cooperativamente com a BSA. 
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CAPÍTULO IV 
 
 
 

Conclusão 
 

 

 

Os surfactantes estudados, SDS e os Sais Biliares, ligam-se especificamente à 

cadeia proteíca da BSA. O SDS é cerca de quatro vezes mais eficiente no processo de 

supressão de fluorescência quando comparado com os Sais Biliares. 

 

 Em baixas concentrações de surfactante, onde ocorre o processo de ligação 

específica entre surfactantes e a BSA, foi observado que o SDS é mais eficiente, 

cerca de quatro vezes, do que os sais biliares, ou seja, a quantidade de NaC 

necessária para produzir a mesma razão de Io/I que o SDS produz sobre os 

resíduos de triptofano são de 4 vezes.  

 

 Quando é considerado o número de moléculas de surfactante ligados à proteína, 

pode ser observado que nNaC/nSDS varia de quatro a seis veses. E ainda, quando 

considerado o número de moléculas de surfactante livres em solução, a 

diferença é de cerca de nove vezes para os sais biliares em relação ao SDS, 

indicando uma maior solubilidade dos sais biliares em meio aquoso. 

 

Nas condições estudadas, os sais biliares não se ligam cooperativamente com a 

proteína. Por medidas de fluorescência estacionária e condutividade elétrica, os resultados 

levaram a conclusão geral de que, as micelas mistas ricas em sais biliares, apresentam 

baixa capacidade de ligarem-se cooperativamente à cadeia protéica. 
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 Quando apenas NaC está em solução, primeiramente há formação de micelas 

primárias que, com o aumento da concentração, crescem, formando micelas 

secundárias (veja figura 48A). Observa-se que os monômeros de NaC ligam-se 

especificamente à cadeia proteíca, porém não é observado a existência de 

ligação cooperativa.  

 

 Por medidas de Tensão Superficial para o sistema BSA-NaC, apenas uma 

inflexão foi observada, coicidente com inflexão da cmc do NaC, sendo este fato 

uma evidência de ausência de ligação cooperativa para este sistema. 

 

 Através da técnica de condutividade elétrica, nenhuma mudança nas inclinações 

do perfil foi observada para o sistema BSA-NaC, sugerindo que as micelas de 

NaC não ligam contra-íons Na+ e apresentam grau de ionização micelar igual 

a um, implicando em agregados micelares pequenos. E ainda, os resultados 

indicam que a BSA não liga cooperativamente com monômeros de NaC. 

 

 Os resultados obtidos Fluorescência do triptofano da BSA quando NaC foi 

adicionado, apresentaram ausência das características que evidenciam um 

processo de associação cooperativa. Como o NaC supre a emissão somente até a 

1,5 mM (exibindo um platô em seguida), conclui-se que todo fenômendo de 

auto-associação ocorre na região externa à cadeia proteíca. Estes resultados 

foram ainda concordantes com os obtidos por fluorescência do pireno, onde 

observou-se que a sonda distribui-se na fase micelar diminuindo a razão I1/I3 até 

a cmc, sendo mais uma evidência de que o processo de auto-associação do NaC 

ocorre em meios externos à BSA. 

 

 Em baixas frações molares de SDS, χSDS ≈ 0,1, o modelo é consistente com 

aquele já descrito por Ueno e colaboradores [48] para misturas de NaC e 

surfactantes não-iônicos. Para o sistema BSA-SDS-NaC, nesta faixa de fração 

molar (de χNaC = 1,0 até χNaC ≈ 0,9), os agregados de NaC são descritos por uma 

geometria que contém a estrutura rígida do anel esteroidal com os grupos 
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hidroxilas voltados à fase aquosa e as moléculas de pireno e os grupos alquilas 

do SDS incorporados dentro das micelas primárias típicas de NaC, sendo que a 

BSA se encontra livre em solução, ou seja, não há ligação cooperativa entre os 

surfactantes e a cadeia proteíca (figura 47). 

 

 Aumentando a fração molar de SDS, no intervalo de χSDS ≈ 0,1 – 0,4, sugere-se 

o desenvolvimento de típicas micelas mistas, definido por valores constantes de 

cmc e ausência de cac (Figura 42), excluindo a possibilidade da existência do 

complexo. Este fato é reforçado pela inexistência de variação na razão Ao/A 

observada na figura 37, que sugere que toda a mudança de propriedade 

observada nestas condições ocorre na região externa à proteína. E ainda, as 

razões I1/I3 não sofrem efeito da concentração da BSA em concentrações 

superior à cac, onde ainda tem-se somente micelas primárias de NaC em 

solução. Finalmente, neste intervalo de fração molar, I1/I3 permanece constante 

e independe da concentração de surfactante. 

 

 Em baixas frações molares de NaC, χSDS ≈ 0,6, o complexo BSA-surfactante é 

rico em monômeros de SDS. As forças que orientam a existência de ligação 

cooperativa dos surfactantes com a BSA são amparadas pela existência de um 

agregado misto tipicamente de SDS. Acima χSDS ≈ 0,6, o processo cooperativo é 

descrito pelos perfis das curvas de condutividade mostrada na Figura 40. Este 

fato é demostrado pelos resultados da Figura 37, pois de acordo com as 

condições experimentais presume-se que, nestas frações molares, estão sendo 

desenvolvidos complexos mistos de BSA-SDS-NaC. Ainda, nesta região os 

pefis de I1/I3 da Figura 44 indicam que o pireno é solubilizado em um agregado 

de maneira diferente daquele quando a proteína está ausente. 

 

 Por fim, quando mais SDS é adicionado à mistura, o complexo formado apresenta 

as mesmas características daquele quando somente SDS é adicionado à solução 

de BSA, com todas as características de um complexo BSA-surfactante 

aniônico, com nítidas cac e psp. 
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Finalmente, a figura 48 apresenta o modelo proposto para o sistema BSA-SDS-NaC, 

onde pode ser observado: 

 

(a) No quadro A, em ausência de SDS, está representado a formação de micelas 

primárias de NaC (como discutido na primeira parte da discussão) e o seu 

crescimento com o aumento da concentração; lembrando que não existe evidências 

de ligação cooperativa entre os sais biliares e a cadeia proteíca nas condições 

estudadas. 

 

(b) Em B, em altas fraçãos molares de NaC, está representado a formação de micelas 

mistas de NaC-SDS, ricas no sal biliar; lembrando que até  χNaC = 0,6 não há 

evidências da existência de ligação cooperativa entre as micelas formadas e a BSA. 

 

(c) A partir da χSDS ≈ 0,6, as micelas formadas são ricas em SDS, e evidências da 

ligação cooperativa entre os agregados mistos e a proteína já podem ser observadas. 

A formação de micelas livres ocorre somente após a saturação da cadeia proteíca. 

 

(d) Representa a formação da ligação cooperativa entre o SDS e BSA. Novamente, a 

formação de micelas livres na solução só ocorre após a saturação da BSA pelo 

surfactante. 
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Monômeros de NaC  

 

 

Figura 48: O desenho ilustra o processo de agregação para a solução BSA-SDS-NaC, em 

pro ma 

P

 

Monômeros de SDS  
roteína  

diferentes frações molares de NaC-SDS, onde: (a) Somente NaC é adicionado a solução 

teíca; (b) em baixas χSDS, onde micelas mistas de SDS-NaC são formadas; (c) em χSDS aci

de 0,6, onde ocorre a formação de agregados entre a proteína e os surfactantes; (d) somente SDS 

é adicionado a solução de BSA. 
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