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The widespread application of surfactants in the field of biochemistry particularly in the study of
membrane has given impetus to fundamental studies on the nature of the interactions between ionic
surfactants and enzyme. In this work we studied the isotherm of interaction between the surfactants
sodium dodecyl sulphate (SDS), sodium decyl sulphate (DSS) and cetylpyridinium chloride (CPC)
with a globular enzyme, trypsin, by using the equilibrium dialysis method at 298 K in buffer solu-
tion, pH 3.5 e pH 7.0. The binding isotherms are discussed in terms of the binding potential concept
of Wyman and are used to calculate an apparent Gibbs energy of binding per number of surfactant

ions bound.

Keywords: surfactants; enzyme; binding isotherm.

INTRODUCAO

Surfatantes sdo substdncias anfifilicas consistindo de uma
cadeia carbdnica longa (“cauda™) e uma parte polar (“cabe-
¢a”), frequentemente idnica. Uma propriedade excepcional dos
surfatantes é que numa determinada concentragfo suas molé-
culas se arranjam em agregados moleculares organizados co-
nhecidos como micelas! e a concentragdio na qual este fend-
meno acontece é chamada concentrag@o micelar critica (CMC).

Surfatantes s@io ingredientes importantes em muitos cosmé-
ticos, produtos de toilete, preparagdes farmacéuticas (solugdes
de gargarejo entre outros), e todos estes materiais entram em
contato com as protefnas da membrana.

A interagio entre surfatantes e protefnas globulares tem sido
estudada extensivamente.23 Sabe-se que surfatantes ligam-se
a proteinas globulares em concentragSes abaixo da concentra-
¢do micelar critica por uma combinagdo de interagbes idnicas
e hidrofébicas que formam o complexo proteina-surfatante.

A parte hidrof6bica das moléculas de surfatantes interagem
com as regides hidrofébicas no interior das proteinas causan-
do a quebra da sua estrutura secunddria e tercidria produzindo
um complexo protefna-surfatante, fato este que confere aos
surfatantes propriedades desnaturantes importantes. Os surfa-
tantes iBnicos sdo agentes desnaturantes incompardveis por-
que eles desnaturam proteina na concentragio da ordem de
milimolar em contraste com desnaturantes cldssicos como a
uréia e cloreto de guanidina, os quais desnaturam na concen-
tragdo de 6-8 Molar.4

A aplicagdio de surfatantes na bioquimica, principalmente
no estudo da solubilizagdo de proteinas intrinsicas das mem-
branas biol6gicas, tem sido de interesse em estudos fisico-
quimicos sobre a natureza das interagdes entre surfatante e
proteinas. Muitos dos trabalhos nesta drea foram estudados
por Steinhardt e Reynolds.’

TECNICA DO EQUILfBRIO DE DIALISE

Um estudo completo das interagdes entre protefna e um
surfatante ndo pode ser satisfatoriamente feito sem os recur-
sos de uma ampla variedade de técnicas. Um resumo das téc-
nicas fisicas? e a informagfo que pode ser obtida é mostrada
na tabela 1.
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Tabela 1. Técnicas fisicas aplicadas ao estudo da interagdo
proteina-surfatante.

Técnica
Equilibrio de Didlise

Informagao Obtida

Isoterma de interagdo.
Variagdo da energia livre
aparente da interagio AGg,.

Calorimetria (microca-
lorimetria, micro-DSC)

Variagdo da entalpia de
interagdo e desnaturagio.

Ultracentrifugagédo Coeficiente de sedimentagéo
de complexos, dissociagdo de
subunidades e peso molecular.

Viscosimetria Volume hidrodindmico.

Peso molecular, coeficiente
de difusdo, dimensdes.

Espalhamento de luz
estitico e dindmico

Espectroscopia UV Mudanga de conformagio

Cinética enzimitica InteragSes em sitios ativos

e desnaturagio.

Dentre as vérias técnicas, o equilibrio de didlise é simples
e oferece a vantagem de fornecer a isoterma de interagdo e a
variagdo de energia livre aparente de interagio, medindo
quantitativamente o grau de extensdo da interagdo proteina-
surfatante. Esta técnica utiliza membrana de didlise com um
tamanho de poro bem menor que a proteina e suas subunida-
des. Em principio, um volume da solugéo de proteina de con-
centragio conhecida é dialisada até o equilibrio em tempera-
tura constante contra um volume da solugdo do surfatante no
mesmo tampdo. Apés o equilibrio de didlise o surfatante livre
¢ analisado. Embora existam métodos mais sofisticados para
determinar o surfatante livre no equilibrio, junto com o com-
plexo proteina-surfatante, o método de equilibrio de diélise
usando celas compartimentalizadas, separadas por membranas
de didlise é termodinamicamente correto e livre de qualquer
problema elétrico ou mecéinico. Entretanto, a passagem do
surfatante através da membrana de didlise é um processo len-
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toS e é crucial ter a certeza de que o sistema atingiu o equi-
librio.

Como a quantidade total de proteina e surfatante no siste-
ma sdo conhecidos, no equilibrio, a quantidade de surfatante
ligado a proteina ( ¥ = ndmero médio de moléculas de sur-
fatante por molécula de proteina) é determinado a partir da
concentracdo do surfatante livre total usando a seguinte equa-
¢éo;

— S -[ Sk
v =[ ]total [ ]hvre (1)
[Protel’na]
Tomando o cuidado para que a concentragdo de proteinas
seja suficientemente baixa em relagdo 2 forga idnica do tam-
péo, o efeito Donnam pode ser entdo desprezado.

ISOTERMA DA INTERACAO PROTEINA-
SURFATANTE

A interpretagio tedrica de uma isoterma de interagio
protefna(P)-surfatante(S) é feita considerando que o sistema,
consiste de uma série de equilibrios;

P+S=PS 2)
PS + 8 = PS,
PSz+S=PS3

PSp1 + 8 =PS,

Mesmo para as proteinas menores, o niimero total de sitios
de interagdo podem ser grandes, de maneira que uma anilise
rigorosa para obter todos os sitios de interagdo ndo é possivel,
existindo porém algumas alternativas de aproximag#&o. A mais
simples destas aproximacgdes, é descrita pela equagio de
Scatchard;?

V /[Shive = K(n - ¥) 3)

onde K é uma constante de interagéo intrinseca. A equagéo de
Scatchard é baseada na suposi¢éo de que os sitios de intera-
cdo sdo idénticos e independentes. Um grifico de V /[S]ivre
contra V deve portanto ser linear para dar o niimero total n de
sitios de interagdo. Para valores muito baixos de V, a apro-
ximagdio de Scatchard nd@o funciona provavelmente devido a
uma cooperatividade entre diferentes sitios de interagdo espe-
cifica, demonstrando uma limitagdo desta equagio pois a con-
di¢do de sitios idénticos e independentes ndo é a representa-
¢do real para a interagdio em diferentes proteinas.

Baseado nos equilibrios (equagdo 2) podemos definir V¥ :

)
Ve @)
)

onde n é o nimero total de sitios de interagéio e V é o niime-
ro de moléculas de surfatante (de O até n) ligado a cada pro-
teina. Mesmo considerando um equilibrio complexo e milti-
plo em termos de todas as constantes de interagfio é inevita-
velmente necessério uma outra aproximagéo, pelo menos mais
realista do que a aproximacéo de Scatchard, desde que a inte-
ragdo de cada molécula do surfatante deve mudar a constante de
interagdo para as moléculas de surfatantes subseqiientes.
Wyman8 desenvolveu um procedimento que permite calcu-
lar a constante de interagdo baseado no conceito de um poten-

200

cial de interagdo e foi utilizado no estudo de sistemas prote-
fna-surfatante.2 O potencial de interagio II(P,T, w;, Ho...) de
Wyman est4 relacionado com a quantidade de surfatante liga-
do & molécula da proteina ( ¥ ) e o potencial quimico do
surfatante (1), pela equagéo;

v = (dll/op)p, T 5)

Considerando que o potencial quimico do surfatante na
concentragdo [S] é dado por uma expressio da solugéo ideal
p=p° + RTIn[S)jive com o estado padréio pu° um molar, temos;

v
I = RT| vdIn[S)jivre (6)

o

portanto, o potencial de interagcio de Wyman P corresponde
ao produto de RT pela 4rea da curva sob a isoterma de inte-
ragdo, isoterma esta obtida pelo gréifico de V em fungdo do
log[Shivre.

Durante o experimento de equilibrio de didlise o complexo
proteina-surfatante formado se dissocia num meio contendo
surfatante livre. Podemos considerar a formagio de um com-
plexo PS, (proteina + cétion ou &nion surfatante) de acordo
com o equilibrio:

P+ nS,im = PSn (7)

Embora a formagio de PS, envolve n equilibrios com cons-
tante estequiométrica de interagdo individual devido 2 nature-
za cooperativa do processo, numa dada concentragio do sur-
fatante livre se nés assumirmos que as concentragGes de todas
as especies com excegdo de P e PS, sdo despreziveis entdo, a
constante estequiométrica de interagiio total é dada por:

[Pl[shvre

das equagdes (3) e (8) obtemos que:

__[psd ®

V= n[s]ﬁvm.K (9)

1+ K[SJﬁvre

e diferenciando Vv com relagdo a In[S]%;ye € substituindo na
equagiio do potencial de interagéio I, equagio (6) obtem-se;
IT = RTIn (1 + K[ST}ivre) (10)

Desde que o potencial de interag@io IT pode ser obtido pela
integragdo da isoterma é possivel calcular K[S]},, usando a
equagio (10). Se entretanto, fizermos a consideragéo de que
para um dado valor de [Slive a espécie predominante serd
PSs, isto é, K[S]}yre = Kap[ST¥ entdio, uma constante de intera-
¢do aparente pode ser calculada a qual pode ser relacionada
com uma variagfio de energia livre de Gibbs aparente AGS$,
para um dado valor de V;
AGSp = - RTInK, (11)

E conveniente definir uma variagio de energia livre de
Gibbs de interagio por ligagio de fon surfatante AGy =
AG%/V e desta maneira é possivel utilizar toda a isoterma de
interag@o para determinar a variagio de energia livre aparente
conforme os sucessivos ions surfatantes interagem.

Neste trabalho, utilizamos o método do equilibrio de didlise
e o tratamento de Wyman para estudar a interagiio entre a
proteina globular tripsina e os surfatantes SDS, DSS e CPC
em solugdio tampdo pela anélise das isotermas de interagdo.
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PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e Solugoes

As solugdes de surfatantes SDS (Sigma 99%), DSS (Fluka
99%), CPC (Sigma 99%) e da proteina Tripsina (United State
Biochemical Corporation, controle N? 22354) foram prepara-
das utilizando tampdo acetato e tampdo fosfato. As solugdes
tampdo foram preparadas segundo o procedimento: tampdo
acetato pH 3,5 e forga idnica I = 0,01 M (0,00054 mol de
CH3;COONa.3H,0/litro + 0,0094 M de CH3;COOH]/litro); tam-
pao fosfato pH 7,0 e forga idnica I = 0,01 M (0,0031 mol de
K;HPOy/litro + 0,0068 mol de KH,POy4/litro). Os corantes
utilizados foram azul de metileno (Reagen) e Orange II
(Polysciences Inc.).

Métodos

As medidas experimentais utilizando o método do equili-
brio de didlise foram feitas numa cela de di4lise,” constituida
de dois compartimentos idénticos e construida de acrilico de
dimensdes 6 cm x 6 cm e didmetro interno 4 cm, figura 1.
Uma membrana de acetato de celulose (Viskase Inc.), espes-
sura de 30 um, retencdo de massa molecular ("cut-off") da
ordem de 8000 separa os dois compartimentos.
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Figura 1

As experiéncias de equilibrio de diélise foram feitas segun-
do o procedimento: adicionou-se primeiramente 6,5 cm’ da
solugdo tampdo de proteina em um dos compartimentos da
cela e no outro compartimento um volume igual da solugio
tampio de surfatante.

Cada experimento de diélise foi sempre feito utilizando 8
celas, cada cela contendo diferentes concentragdes da solugio
de surfatante.

Tabela 2. CMC das solugdes de surfatantes a 298 K.

As celas de didlise foram colocadas num banho termostati-
zado a 25°C por um periodo de 24 horas. Os experimentos
foram sempre feitos em triplicata e o nimero de moléculas de
surfatante por molécula de proteina “v ™, foi reprodutivel para
cada sistema numa concentragdo de surfatante livre. Apés
a didlise, a concentragdo de surfatante livre SDS e DSS
foi determinada utilizando o método de separagéo de fases e
extragio do par idnico surfatante-corante, conforme descrito
por Hayashi.l0 Para a determinagio da concentragio do
surfatante livre CPC foi usada leitura direta da absorbincia
em 258 nm.

O método do equilibrio de didlise exige que a concentragéo
do surfatante antes da didlise esteja bem abaixo da CMC. As
isotermas de interagfio da proteina tripsina com os surfatantes
SDS, DSS e CPC foram feitas muito abaixo da CMC de cada
surfatante. Desta maneira a atividade termodindmica do surfa-
tante foi determinada pela concentragéo das moléculas de sur-
fatantes livres e ndo associadas, ndo havendo contribuigdo de
micelas. Se houvessem micelas, as moléculas de proteinas
poderiam se associar devido a interag@io eletrostéitica entre a
proteina e a superficie micelar e este fato causaria a precipi-
tagdo da protefna.

Utilizamos portanto solugdes tamponadas de SDS e DSS
na faixa de 1,0 x 104 a 1,0 x 10-5 Molar e CPC na faixa de
5,0 x 104 a 5,0 x 105 Molar. Em todas os experimentos
de didlise a concentragdo da solugdo de tripsina foi 2,5 x
105 M.

Para garantir que as solugdes dos surfatantes fossem prepa-
radas abaixo da CMC nos tampdes acetato e fosfato, foi ne-
cessério determinar a CMC para o SDS, DSS e CPC utilizan-
do um método espectrofotométrico tendo um corante como
sonda, conforme o procedimento descrito por Garcia.ll Os
valores obtidos para a CMC dos surfatantes a 25°C nos tam-
pdes acetato e fosfato estdo contidos na tabela 2.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A interagio protefna-surfatante é um processo cooperativo,
isto €, quando uma molécula do surfatante interage com um
sitio ativo da proteina (regiGes hidrofébicas e ionizadas), fa-
vorece diferentes interagSes subsequentes. Os surfatantes po-
dem interagir com proteinas através de tres modos distintos!4:
i) interagfio com sitios ligantes especificos da proteina nativa;
ii) interagdo cooperativa com a proteina sem grandes mudan-
¢as conformacionais; iii) interagio cooperativa com desnatu-
ragdo da protefna. Este dltimo tipo de interagdo é comum entre
surfatantes e proteinas globulares, onde geralmente com bai-
xas concentragdes do surfatante a estrutura nativa da proteina
é modificada, passando a ter uma conformagéo estendida com
os seus residuos hidrof6bicos desprotegidos e interagindo com
a molécula de surfatante.!4 Em geral, os trés modos de intera-

solugiio de surfatante CMC em tampéo CMC em dgua
em tampio moles. I moles. 1!
SDS (12)
pH 3,5 7,8 x 103 8,2 x 1073
pH 7,0 8,0 x 103
DSS (13)
pH 3,5 2,8 x 102 3,3 x 102
pH 7,0 2,9 x 102
cPC (13)
pH 3,5 8,3 x 104 9,0 x 104
pH 7,0
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¢do protefna-surfatante sdo interpretados pelos modelos pro-
postos por Scatchard e Wyman.

As isotermas de interag@o dos surfatantes SDS, DSS e CPC
com a tripsina em duas solugdes tampdo pH 3,5 ¢ pH 7,0
ambas com forga idnica 10 mM sd@o mostradas nas figuras (2),
(3) e (4) respectivamente. O efeito da cooperatividade na in-
teragdo proteina-surfatante pode ser observado pelos valores
de ¥V em fungio da concentragio do surfatante livre. Os mo-
dos cooperativos de interagdo requerem maior concentragio
de surfatante na forma monomérica que aquela necessédria para
a interagdo com sitios especificos na proteina nativa. As
isotermas das figuras (2), (3) e (4) mostram cooperatividade
diferentes para cada surfatante, indicando um aumento da afi-
nidade do sitio ligante da proteina em relagéo ao aumento da
concentragdo do surfatante livre em diferentes pH’s. Para va-
lores de vV maiores que 40, 3 e 10 respectivamente do SDS,
DSS e CPC, ocorre a precipitagdo da proteina. Verificamos
que a isoterma de interagdo tripsina/SDS apresentou um valor
muito alto para V em comparagio com DSS e CPC, indican-
do uma maior cooperatividade com o aumento da concentra-
¢do do surfatante livre. Este comportamento para o SDS foi
também confirmado por Sarmiento e colaboradores!S que es-
tudaram a interagdo de n-Alquil sulfatos com insulina em so-
lug@io aquosa. A figura (2), mostra que independentemente do
pH do meio, a isoterma de interagdo tripsina/SDS apresenta
comportamento semelhante, o mesmo nio acontecendo para os
sufatantes DSS e CPC, figuras (3) e (4) respectivamente, onde
ocorre um deslocamento da isoterma de interag@o, sendo vV mai-
or para o pH 3,5.

50

A em tampdo acetato pH 3,5 10mM
A em tampdo fosfato pH 7,0 10mM

40

30

<l

20

10

(0]
-5,/ -56 -5,5 -54 -53 -52 -51 -5

log (SDS)yire

Figura 2

Observamos que o modo cooperativo da interagdo para o
surfatante cationico CPC em pH 3,5 e 7,0 ocorre em concen-
tragio mais préxima da sua CMC devido 2 sua alta hidrofobi-
cidade, enquanto que o correspondente processo para os sur-
fatantes anidnicos SDS e DSS ocorre muito abaixo da CMC.

A solubilidade da tripsina na solugdo tampéo pH 3,5 ¢ 7,0
é um balango critico entre a sua carga e sua hidrofobicidade.
O efeito da carga na sua solubilidade é demonstrado no caso
da sua precipitagio em pH 4,0 (ponto isoelétrico). Da mesma
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Figura 4

maneira, a interagdo de um surfatante com uma proteina
globular é determinada pela densidade de carga da parte polar
e da sua hidrofobicidade.

Estudos estruturais!® mostram qua a molécula da tripsina
tem residuos ionizdveis, como residuos de amino 4cidos bési-
cos (13 lisina, 2 arginina e 1 histidina) e residuos 4cidos (5
4cido aspértico e 3 4cido glutimico). No pH 3,5 lisina e
arginina est3o ionizadas, pois os valores pK destes aminoéci-
dos estdo na faixa de 10,3 a 10,6 e de 12,7 a 13,317 respecti-
vamente, significando que a molécula de tripsina neste pH
possui 15 cargas positivas. Por outro lado, em pH 7,0 os re-
siduos ionizados sdo 5 4cido aspértico e 3 4cido glutdmico
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Tabela 3. Valores da variagfio da energia livre de interagio AG; a 298 K.

Proteina/Surfatante v - AGS / kJ. mol'!
Tripsina/SDS
pH 3,5 0,3 - 40,0 34 - 98
pH 7,0 0,3 - 40,0 23 - 10,7
Tripsina/DSS
pH 3,5 05 - 3,0 32 - 50
pH 7,0 05 - 3,0 , 2,7 - 30
Tripsina/CPC
pH 3,5 02 - 10,0 01 - 13
pH 7,0 04 - 85 o1 - 1,0

pois os valores de pK destes aminodcidos estdo na faixa de
3,0 a 4,7 e de 2,7 a 4,7 respectivamente.

Portanto o valor da carga liquida da tripsina em tampdo
acetato pH 3,5 é + 15 e em tamp@o fosfato pH 7,0 é - 8. Em
pH 3,5 predomina na tripsina uma carga liquida positiva e a
figura (3) mostra uma maior interagdo do surfatante aniénico
DSS com a tripsina em pH baixo, provavelmente devido a
interagdio eletrostética entre o dnion DS e a superficie da pro-
teina. No caso da interag@o do surfatante catinico CPC com
a tripsina em pH 3,5 e 7,0, observa-se que mesmo em pH
baixo, o favorecimento de uma maior interagiio dos cations
CP* com a tripsina deve-se provavelmente a grande hidrofobi-
cidade do CPC. Para o surfatante anionico SDS, ndo observa-
mos diferenga na isoterma de interagdo com a tripsina tanto
em pH 3,5 quanto em pH 7,0 figura (2). Em adigio 2
neutralizagdo das cargas positivas da tripsina, a interacfio do
fon SD” devido ao tamanho da sua cadeia de hidrocarboneto
introduz grande hidrofobicidade a superficie da tripsina.

As isotermas de interagdo mostram uma significante mu-
danga na forma com o comprimento da cadeia carbonica do
surfatante. Para o SDS figura (2) hd uma quebra na isoterma
a ¥ = 5 enquanto para o DSS ocorre um patamara vV =1
(pH = 3.5) e v = 0,5 (pH = 7,0). E possivel que a quebra na
isoterma do SDS corresponde 2 interagéo idnica especifica
inicial de cerca de 5 ions surfatantes DS nos sitios catiGnicos
da lisina, muitos dos quais estdo localizados préximos a su-
perficie da proteina. Estudos cristalogréficos do sistema
lisozima-SDS feitos por Yonath e colaboradores!® mostraram
que o SDS interagiu em tres localizagdes diferentes da prote-
fna mas com um aspecto comum o qual é provavelmente ca-
racterfstico da interagdo do SDS: a cadeia carbdnica faz
interagdes hidrofébicas enquanto a parte polar so¥ interage
com aminodcidos carregados.

A regido inicial da isoterma de interagdo do SDS presumi-
velmente representa a saturagdio de quase todos os sitios de
interagdo catidnicos. O DSS por ser menos hidrofébico que o
SDS apresenta um menor valor de V na regido inicial da
isoterma.

O aumento de V nas isotermas do SDS e DSS pH = 3,5
figuras (2) e (3) comparativamente ao aumento do compri-
mento da cadeia do ion surfatante demonstra o papel relativo
das interagSes i0nicas e hidrofébicas. Para as interagGes espe-
cificas ocorrer € claramente necessdrio ter ambos o grupo polar
e a cadeia carbdnica para fazer a interagdo hidrofébica com a
proteina. Em pH = 7,0 a isoterma de interagdo do DSS figura
(3) é deslocada para valores mais altos de concentragdo de
surfatante livre indicando que as interagdes idnicas especifi-
cas ndo sdo tdo evidentes.

A regido inicial horizontal de uma isoterma obtida com o
tratamento de Wyman € em geral atribuida 2 interagéo hidro-
fébica.!® Este comportamento reforga o observado para o sur-
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fatante DSS, o qual também apresenta uma isoterma com re-
gifdo inicial com baixa inclinagdo sendo a hidrofobicidade do
DSS menor que a do SDS por apenas uma diferenga de dois
carbonos. Em contraste com as interagdes idnicas especificas
do SDS e DSS, o surfatante catibnico CPC fornece uma
isoterma caracteristica de uma interagio cooperativa nio es-
pecifica, predominando certamente a contribui¢io hidrofébica
devido ao tamanho da sua cadeia carb6nica. No caso do CPC,
a isoterma apresenta uma elevagdio maior dos valores de V,
concordando com o fato de que a elevagiio de V estd relaci-
onada com a interagdo hidrof6bica, pois dos tres surfatantes
estudados o CPC apresenta uma cadeia carbdnica maior.

A tabela 3 contém os valores da variagdo da energia livre
de interagdo proteina-surfatante obtidos pela integracio da 4rea
sob a isoterma (equagdes 10 e 11), os dados sdo consistentes
com o requesito de que AGy —o0 quando V —o.

Observamos que AGy para os surfatantes anidnicos torna-
se mais negativo com o aumento do comprimento da cadeia
carbonica. Embora o CPC tenha 16 carbonos na cadeia
carbonica, a variagdo de energia livre de interagio com a
tripsina é pequena mesmo tendo um niimero maior de molécu-
las interagindo com uma molécula de proteina, provavelmente
devido a baixa densidade de carga e o impedimento estérico
da parte polar do fon piridinio.

Para os tres surfatantes estudados AGy torna-se mais nega-
tivo com o aumento de V. A variagdo em AGy com o aumen-
to de v implica que apés a interagdo inicial aos sitios da
proteina, as interagdes subsequentes sdio mais fracas.

Dos resultados obtidos concluimos que a interagdo dos
surfatantes anidnicos SDS e DSS com a tripsina é uma intera-
¢do ionica especifica seguida de uma interagdo hidrofébica
ndo especifica. Para os surfatantes anidnicos a interagéo inici-
al ocorre nos sitios catidnicos da superficie da proteina especi-
ficamente nos residuos lisina, arginina e histidina. No caso do
surfatante catidnico CPC predomina a interagfo hidrofGbica.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Profa. Dra. Suzana P. Nunes (IQ-
Unicamp) pelas valiosas sugestdes na montagem da cela de
didlise.

REFERENCIAS

1. Fendler, Janos H.; Membrane Mimetic Chemistry; John
Wiley & Sons, New York, 1982,

2. Jones, M. N.; Biochemical Thermodynamics, Elsevier, 2
ed., Elsevier, New York, 1988.

3.Jones, M. N.; Brass, A.; Food Polymers, Gels and
Colloids, ed. E. Dickinson, Royal Society of Chemistry,
Cambridge, 1991, p.65-80.

203




4.
5.

O 002

10.
. Garcia, M. E. D.; Sanz-Medel, A.; Talanta, (1986), 33,

12,

204

Moosavi, A. A.; Razeghifard, M. R.; Thermochimica
Acta, (1991), 188, 183.

Steinhardt, J.; Reynolds, J. A.; Multiple Equilibrium in
Proteins, Academic Press, New York, 1969.

. Christian, S. D.; Smith, G. A.; Tucker, E. E.; Langmuir,

(1985), 1, 564.

. Scatchard, G.; Ann. N. Y. Acad. Sci., (1949), 51, 660.
. Wyman, J.; J. Mol. Biol., (1965), 11, 631.
. Nunes, S. P; Membranas Assimétricas de Acetato de

Celulose para Osmossedimentagio e Ultrafiltragdo, Tese
de Mestrado, UNICAMP, Campinas, 1983.
Hayashi, K.; Anal. Biochem., (1975), 67, 503.

255.
Hans-Jiirgen Hinz; Thermodynamics Data for Biochemistry

13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

and Biotechnology, Springer-Verlag, Berlim, (1986).
Fendler, Janos H.; Catalysis in Micellar and Macromolecular
Systems; Academic Press, New York, (1975).

Nozaki, Y.; Reynolds, J. A.; Tanford C.; J. Biol. Chem.,
(1974), 249, 4452.

Sarmiento, F.; Prieto, G.; Jones, M. N.; J. Chem. Soc.
Faraday Trans., (1992), 88, 1003.

Vestling, M. M.; Murphy, C. M.; Fenselau, C.; Anal.
Chem., (1990), 2391.

Stryer, L.; Biochemistry, W. H. Freeman and Company,
New York, 1988.

Yonath, A. P.; Honig, B. S.; Traub, W.; Biochemistry,
(1977), 16, 1418.

Jones, M. N.; Biological Interface, Elsevier, Amsterdan,
1975, p.101.

Publicagao financiada pela FAPESP

QUIMICA NOVA, 17(2) (1994)





