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ESTUDOS PHYSICO-CHIMICOS
SOBRE PROTEINAS EM PRESENCA DE ALCOOL

I. Sobre a coagulacio pelo calor das soro-proteinas em presenca
de alcool ethylico

PFOR

D. vox KLOBUSITZKY

A coagulagio pelo calor das soro-proteinas em presenca de alcool consti-
tue objecto de relativamente poucos trabalhos e estes tratam quasi que exclu-
Sivamente da proteina de Bence-Jones. Ha pouquissimas communicagdes sobre
€Xperiencias feitas com soro ou com albuminas typicas (seralbumina ou oval-
bumina). Na literatura que nos era accessivel so encontramos indicagbes, quer
tobre a relaciio reciproca entre a acgio do alcool e do sal, quer sobre o compor-
‘amento de proteinas que, com solutos tampio (em quasi todos os casos foram
Usados solutos tampdo de acetato), davam uma reaccio mais ou menos acida.
Além disso, a maioria dos auctores experimentava apenas com solutos albu-
Minosos muito diluidos. Nio existem dados quanto ao comportamento do soro
‘0tal e de suas fracgbes albuminosas na reacgio normal do sangue, com um teor
de sal correspondente ds condigdes physiologicas.

Scbre preencherem uma lacuna em nossos conhecimentos sobre as soro-
Protetinas taes pesquisas sio necessarias e uteis do ponto de vista puramente
theorico. Com o uso do alcool como factor auxiliar da coagulagio pelo calor,
9S phenomenos colloido-electricos, que tormam as circunstancias mais compli-
“adas, passam para um plano secundario, de maneira que as alteracoes de dis-
Persio e estabilidade se processam em condighes as mais simples possiveis, o
Que facilita sensivelmente a verificagio geral das condigoes de deshydratagio.

Correspondendo a esse fim, esta parte do nosso trabalho relata as expe-
Tiencias feitas com soro, fibnnoglobulina, euglobulina, pseudoglobulina e seral-
buming de concentragies diversas, nas quaes se conservavam constantes o pH
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e as concentragoes de sal dos solutos albuminosos, variando apenas as quanti-
dades de alcool.

Methodo

Com soro desfibrinado de cavallo eram preparadas, por precipitagdes frac-
cionadas com soluto de (NH,)2SO, saturado, fibrinoglobulina (saturagio de
30 9%), euglobulina (saturacio de 36 %), pseudoglobulina e seralbumina. As
differentes fracgdes eram previamente dialysadas, em saccos de pergaminho,
com agua corrente de torneira e, depois de ter sido sufficientemente diminuida
a sua conductividade, electrodialysadas, no electrodialysador de Pauli, entre
duas membranas de pergaminho, ou em um electro-ultrafiltro (1) por nos
construido, até obtengiio de solutos perfeitamente livres de electrolytos, ou pre-
cipitados. Os precipitados de fibrinoglobulina e euglobulina assim obtidos eram
dissolvidos em quantidades minimas de NaCl physiologico. A pseudoglubina e
a seralbumina addicionava-se NaCl deshydratado até a concentragio final de
09%. A reacgio de todos os solutos era, por meio de um soluto a 2% de
NasCO;, ajustada mais ou menos em pH 7,4 (*). O pH dos solutos prom-
ptos para uso era determinado electrometricamente.

Com excepgio da fibrinoglobulina, da qual nio conseguimos preparar um
soluto sufficientemente concentrado (nd3o achimos conveniente, em virtude
das eventuaes alteragdes do grau de dispersio, proceder 4 concentragio por
meio de ultrafiltragdes), preparamos solutos padrio a 30,00 % de todas as ou-
iras proteinas. A concentragio desses solutos padrio era determinada pelo
methodo micro-Kjeldahl. Para a diluicio dos solutos padrio usamos sempre
NacCl a 09 %, cuja reacgio com o mencionado soluto de NasCOj estava igual-
mente ajustada ao pH 74. U soro obtido do sangue desfibrinado de cavallo
era, sem tratamento nenhum, diluido com soluto physiologico de NaCl até a con-
centracio total de proteina 3,00 9. Usamos o alcool ethylico, *‘pro analyse™
de Merck, deshydratado por nos.

As experiencias foram executadas da seguinte maneira: de cada soluto
de proteina preparavam-se series, contendo uma proveta 5cc. desse soluto e
quantidades variaveis de alcool, mas de sorte que o volume total da mistura
proteina-alcool fosse igual em todos os tubos da serie. Isto se obtinha addi-
cionando ao primeiro tubo de cada serie 3cc. de soluto de NaCl physiologico,
enfuanto nos demais este soluto era juntado gradativamente com o alcool.
Sendo elevada de 0,5 cc. a quantidade de alcool em cada tubo seguinte da serie,
quantidade esta que corresponde a uma concentragio de 6 %, a concentragao de
alcool poude ser augmentada até 36 %. Conclue-se dahi que as conceniragoes

(*) Em experiencias previas verificimos que a baixa do pH em consequencia da fer-
vura € insignificante, pois representa menos de (.1 unidade,
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de proteina effectivas na fibrinoglobulina eram: 0,93, 0,465 ¢ 0,233 %, enquan-
0 nas demais fracgGes albuminosas e no soro correspondiam aos valores: 1,86,
0,93 e 0,465 %

A determinagio da coagulagio era feita em banho-maria, agitando-se cons-
fantemente. O conteudo das provetas era, durante toda a determinagio, reme-
Xido com o thermometro, o qual, afim de evitar o mais possivel uma evapora-
§30 do alcool e da agua, estava fixado, guardando, porém, liberdade de movi-
mento, em uma rolha de cortica. Mantinha-se, naturalmente, uma illuminagio
uniforme dos tubos.

A verificacio das alteragbes occasionadas pelo aquecimento era feita pela
observacio das seguintes circunstancias: opalescencia (Op.), turvagio nitida
(T. n.), flocos finos, com aspecto de fios (Fl. f.) e flocos grossos, granulosos
(FlL gr).

Parte experimental
Os resultados estio representados nas tabellas seguintes. A segunda co-

lumna contém as concentracoes percentuaes de alcool e as demais assignalam as
temperaturas, nas quaes houve as alteragdes que constam da primeira linha.

TABELLA 1
Fibrinoglobulina
Concentracio da proteina: 093 % pH 7,38
No. C,H;OH Op. T. n. Fl £.: Fl. gr.
1 0 62 66 68 72
2 6 59 63,5 65 67
3 12 52.5 o7 L 60
4 18 48 53.5 55 39
3 24 * 42 46 49

Notg: = Ji opalesce em temperatura ambiente (15°).

TABELLA 11

Fibrinoglobulina

Concentracio da proteina: 0,465 % pH 742
No. C.H,OH Op. & T.n Fl. {. Fl. gr.

1 0 57 62 62 75

2 6 53 59 56 '3

3 12 47 57 53 63

4 18 - 38 42 56

Nota: « Ji opalesce em temperatura ambiente (13°).
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TABELLA III

Fibrinoglobuling

Cencentracio da proteima: 0,233 % pH 741
No. C,H,OH Op. Tom FL i. Fl. gr

1 0 55 64 57 70

2 6 33 64 57 70

3 12 44 60 53 63

4 18 38 45 45 25

5 24 * * 36 49

Nota: * Opalesce ¢ mostra turvagio em temperatura ambiente (15°).

TABELLA IV

FEuglobulina
Concentragio da prut:i'n.n: 185 % pH 7.50
No. C,H.OH Op. TN Fl1. 1. Fl. gr.

1 0 72 76 7 80
2 6 635 70 67 74
3 12 58 65 63 67
4 18 40 58 55 60
A 24 43 42 435 53
6 30 *

Notas * Opalesce e apresenta forte turvagio em temperatura ambiente (15°).

TABELLA V
Euglobulina
Concentraciuv da proteina: 093 % pH 7.48
No. C.H,OH Op. T. n FlL 1. Fl. gr.

1 0 66 73 72 80
' 6 60 68 68 72
3 12 55 60 60 63
4 18 45 50 43 55
5 24 40 45 40 46
6 30 -

Nota: * Opalesce ¢ apresenta forte turvacio em temperatura ambiente (16°).
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TABELLA VI
Euglobulina
Concentracio da proteina: 0,465 % pH 7.50
No. C.H,OH Op. T. n. FL §. Fl. gr
1 0 61 77 64 g2
2 6 60 73 64 78
3 12 51 65 54 71
4 18 41 36 45 60
- 24 23 50 30 54
6 30 * 47 31 52
Nota: + Opalesce em temperatura ambiente (16°).
TABELLA VII
Pseudoglobulinag
c"ﬂﬂu’ttﬁ:in da proteina: 186 % pH 7,54
No. C:H:-'GH Jp. T. n. FL §. Fl. gr.
1 0 72 78 80 94
2 6 63 71 76 % 86
3 12 57 63 * 77 >
4 18 45 56 58 * 60
5 24 43 50 * L.
6 30 34 43 4 45

Notas: = Nio é possivel uma observacio minuciosa por causa das muitas bolhas de
ir. * & A 72° torna-se uma massa muito viscosa, gelatinosa, que contém muitas bolhas de
. t Ficou parada 20 min~tos, conservando-se clara. 11 Soluto muito grosso.

TABELLA VIII

Pseudoglobulina

Concentracio da proteina: 093 % pH 746
No. C,HOH ©Op. T.n FL. i. Fl. gr
1 0 65 78 65 .
2 6 62 74 63 .
3 12 59 63 59 $
4 18 47 i3 48 i
S 24 38 52 T 59
6 30 35 42 42 48 t *»
/ 36 1T *

Hﬂ“" Nos Nos. 1 a 4 nio ha formacio de flocos grossos. O alcool influe sobre os so-
I‘“mmﬂud:tmlmm:mﬂmu. * A 88" apparecem alguns
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flocos, porem o soluto, mesmo durante a fervura, permanece liquido e leitoso, sem que
augmente o numero dos flocos. ** A 84" podem-se cbservar alguns flocos mais gros-
sos. T A 83 observam-se alguns flocos mais grossos. ¥ Turve a 63°, clarifica-se com
a fervura, mms, depois de resfriado, volta a turvagio. + * A 56° turvo, clarifica-s€
quando aquecido até fervura; apds resfriamento turva-se novamente. {** Turva-se 2
46°, 4 fervura ¢ ao resiriamento comporta-se como o N* 5. * Ji se turva em tempera-
tura ambiente (19°).

TABELLA IX

Pseudoglobulinag
Concentragio da protema: 0,465 % pH 745
C.,H,OH Op. T. n. FL f. Fl. gr.
1 0 65 76 65 *
2 6 62 69 62 %
3 12 58 58 t
4 18 52 57 52 +#
5 24 47 53 1= 58 1+ **
6 30 H=* 42 40 50

Notas: * Nio se formam flocos grossos, nem i fervura. Fervido a fogo livre, pode-se
observar abundante floculagio. ** Mesmo aquecido até fervura n3o ha floculagio. T
Comporta-se como o No. 7. 1+ A 80* apresenta maxima turvacio, com a fervura clari
fica-se consideravelmente. Apds resfriamento a turvacio augmenta novamente. + * A
observacio é impossibilitada pelas muitas bolhas de ar. + ** Turva-se a 57°, clarifica-s€
a fervura, apés resfriamento apparece novamente a turvacio. 1+ ** Ji se turva em tem-
peratura ambiente (19%).

TABELLA X
Seralbumina
Concentracio da proteina: 186 % pH 7.40
No. C,H,OH Op. T. n. Fl § Fl. gr.
1 0 76 = . 90 ++
2 6 /3 76 * 86 ¢
3 12 67 72 * 80 +
4 18 . 62 67 * 75+ *
5 24 53 60 * 68 + o
6 30 45 53 * 30 11 *
7 36 36 43 » 49 1 *»

Notas: * Ausencia completa de flocos finos. #% A 86° torna-se turvo e gelatinoso. Aque
cido até fervura nio se altera. Fervido ao fogo livre observam-se tambem flocos fino%
t A 81: turvo e gelatinoso: a differenca. mencionada em No. 1, entre o aquecimento e®
banho-maria ¢ a fogo livre, existe neste como em todos os tubos da serie. 1 A 76* tor
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R3-s¢ turvo e gelatinoso. T * A 69° turvo e gelatinoso. T ** A 62° turvo e gelatinoso.
_ T * A 48 turvo e gelatinoso. 11 ** A 48" turvo e gelatinoso,

TABELLA XI
Seralbuminag
Concentragio da proteina: 0,93 % pH 7.35
No. I OGS Ogi tas T, u: Fl. § Fl. gr
1 ()] 77 84 = Y
2 6 74 78 5 &
3 12 69 75 % )
4 18 64 70 H e
5 24 57 61 1t _—
6 30 49 55 58 62
7 36 9t* 46 50 55

Notas: Durante o aquecimento augmenta visivelmentte a viscosidade dos solutos 2-7. N*
1-5: nio se formam flocos grossos, nem & fervura. Fervido ao fogo livre, podem-se

r flocos grossos. * Flocos finos isolados a 90°. *#* Flocos finos isolados a 85°,
t Flocos finos isolados a 80°. 1 Nio ha formagio de flocos finos. T * Conserva-se
o mesmo apds 20 minutos de permanencia em temperatura ambiente (21°).

TABELLA XII

Seralbumina

c“mﬂlnqﬁu da proteina: 0465 %. pH 7.38
No'© 'CI,OH' | “Op =W Ton Fl. § Fl. gr

1 0 77 84 87 £

2 6 72 80 B4 <=

3 12 67 i3 78 -

4 18 62 68 . -

3 24 59 04 " —

6 30 50 26 | -

7 36 9te 4 +# o

Nota; . Nio se formam flocos grossos, nem com aquecimento ao fogo livre. * Flocos

rhiiﬂhdm:ﬁ?ﬂ *% Flocos finos isolados a 63°. + Flocos finos isolados a 60°. 1
EIt0s fince faolados » 4°. + * Comservase claro mesmo epés permanencia por 1S mi-
"tos em temperatura ambiente (18°).
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TABELLA XIII
Soro de cavallo
Concentracio total da proteina: 1,86 % pH 743
No. C,H,0H Op. T. n. FL f. Fl. gr.
1 0 71 76 81 -
2 6 67 72 78 ? st
3 12 60 66 82 ? s
4 18 54 39 * ~ =
5 24 ** 47 T 60
6 30 11 i e 52

Notas: Nos. 1-4: nio se formam flocos grossos, nem mesmo fervido a fogo livre. A
observagio dos flocos finos é muito diffical nos Nos. 2 e 3, por causa das bolhas de ar, €
dahi incerteza dos numeros indicados. * A 78° torna-se denso e as bolhas de ar impos-
sibilitam a observacio dos flocos finos. ** Opalesce ji em temperatura ambiente (24°).
1 Observacio de flocos finos impossibilitada pelas bolhas de ar. Gelatinoso a 353°. it
Turva-se em temperatura ambiente. T * Gelatinoso a 48"

TABELLA XIV

Soro de cavallo

Concentracio total da proteina: 0,93 % pH 741
No. C.,H,OH Op. T F1. . Fl. gr.

1 0 74 78 B4 —

2 6 69 73 78 —

3 12 62 67 73 —-

4 18 al 57 71 -—

5 24 * 45 e =

Notas: Em nenhum tubo da serie formaram-se flocos grossos, nem com fervura a fogo
livee. * Turva-se em temperatura ambiente (23*). ** Por causa das bolhas de ar nio
s¢ podem observar os flocos finos.

TABELLA XV
Soro de cavallo
Concentracio total de proteina: 0,465 % pH 736
No. C,H,OH Op. T. n. Fl {. Fl. gr.
1 0 74 78 70 —
2 6 62 70 62 '
3 12 58 68 * =
4 18 43 55 L —
5 24 1 - —

Notas: Nio se formaram flocos grossos em nenhum tubo da serie, nem quando fervidos
a fogo livre. * Nio ha flocos finos. *#% Observacio impossibilitada pelas bolhas de ar
+ Opalesce ji em temperatura ambiente (23°). '

10
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Antes de pascarmos a discussio dos resultados, desejamos mencionar que
tambem fizemos algumas experiencias com fracgies de pseudoglobulina. Nessas
€Xperiencias a pseudoglobulina era novamente precipitada com um soluto de
(NH,).SO, saturado a 43 9%, sendo considerado o precipitado como pseudo-
globulina I e o filtrado como pseudoglobulina II. A dialyse e o preparo dos
solutos promptos para uso eram feitos conforme estd indicado na parte do me-
thodo. Os resultados obtidos com esses solutos divergiam daquelles alcanga-
dos com os solutos de pseudoglobulina total apenas dentro do limite dos erros
de observacio, de maneira que nos restringimos i apresentagio de uma tabella
de cada um.

TABELLA XVI
Pseudoglobuling [

Concentracio da proteina: 039 % pH 7.31
No. C:I‘inﬂH Op. T.n Fl. f. Fl. gr.
1 0 63 79 68 = -
r 6 62 70 62 -
5 12 56 66 58 —_
4 18 a2 57 52 *
3 24 47 53 % 58
4] 30 T 42 40 S0

Notay Nos tubos 1-4 da serie nio se formaram flocos grossos. Os mesmos, fervidos a
{080 livre, contém muitos flocos grossos. O conteudo dos tubos aquecidos em banho-maria
Conserva-se perieitamente homogeneo mesmo apés uma parada por tempo mais ou menos
: nos tubos aquecidos a fogo livre, porém, separam-se precipitados volumosos. Uma
Mrte da mistura aquecida em banho-maria até 90° foi fervida a fogo livre, mas tambem
B30 se observaram flocos grossos. * O maximo de turvacgio € attingido a 80°; & fervura
© soluto clarifica-se consideravelmente; resfriado, a turvagio apparcce novamente, ** A
ObServacio & impossibilitada pelas bolhas de ar. + Opalesce em temperatura ambiente (23°).

TABELLA XVII
Pseudoglobulina I1

c“'itcntr:t;iu da proteina: 0.39 % pH 7,46
No. C,H,OH Op. e e Fl. {. Fl. gr
1 ] 62 78 70 o
2 6 62 72 62 —
3 12 54 64 56 =
4 18 3l 39 51 —_
5 24 46 52 46 —
6 30 35 42 35 —

N"f“-fl Nenhum dos tubos apresentou flocos grossos. Os Nos. 5 ¢ 6 tornaram-se muito
Mais claros com a fervura; resfriados voltaram & turvacdo.

11
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Conforme se deprehende das duas tabellas acima, essas fracgbes, assim
como a pseudoglobulina total, clarificam-se numa temperatura mais elevada.
Quanto ao resto — a pseudoglobulina II — e de conformidade com seu grau de
dispersdo mais fino, toma uma posigdo intermediaria entre a seralbumina e a
pseudoglobulina total, por um lado com temperaturas de coagulagio correspon-
dentes ds da pseudoglobulina total e da pseudoglobulina I e, por outro lado, per-
manecendo, como a seralbumina, ¢lara mesmo numa concentragio de alcool de
24 % (em temperatura ambiente) e sem apresentar flocos grossos.

Discussao dos resultados

Baseado nas experiencias relatadas, pode-se estabelecer como regra geral
que:

1. o alcool abaixa a temperatura de coagulagio;

2. a resistencia absoluta das differentes proteinas em relagio ao alcool €
diversa em cada especie.

A baixa da temperatura de coagulagio é tdo evidente e inequivoca que este
facto, ja estabelecido nas experiencias de Spiro (2), Loeb (3), Schorr (4).
Teorell (5) e outros, nio carece de discussio.

Considerando agora a resistencia absoluta das differentes proteinas, obser-
va-se o0 seguinte:

A fibrinoglobulina occupa uma posi¢iio especial entre as demais fracgdes,
mostrando-se os seus solutos a 0,93 e 0,233 % mais resistentes em relagio ao
alcool do que o soluto a 0,465 %. O soluto a 0,93 9% s6 apresenta opalescen-
cia numa concentraciio de alcool de 24 %, ao passo que o soluto a 0,465 % opa-
lesce até com alcool a 18 9%6. A resistencia do soluto de 0,233 % é, sob este
ponto de vista, intermediaria. Nio apresenta opalescencia com 18 % de alcool,
poréem com 24 9¢ ja se nota uma consideravel turvagio.

Na euglobulina a infuencia do alcool parece ser independente da concen-
tragio da proteina.

Os solutos mais concentrados da pseudoglobuling eram mais resistentes
em relagio ao alcool do que os diluidos, ficando os solutos de 1,86 e 0,93 %
perfeitamente claros mesmo com alcool a 30 9%, enquanto opalesce o soluto a
0,465 9% com igual quantidade de alcool.

A seralbuminag comporta-se mais ou menos como a euglobuling, isto ¢é, 0
soluto diluido mostra-se tio resistente quanto o concentrado.

O comportamento do soro em geral corresponde a expectativa, mostran-
do-se muito semelhante a um soluto fortemente diluido de fibrinoglobulina. At-
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tribuimos a circunstancia de apresentar o soro comparativamente com a fibrino-
globulina pura maior resistencia absoluta (com alcool a 24 % sempre se obser-
vava apenas opalescencia) 4 acgdo protectora das demais fracgdes albuminosas
existentes no soro, a seralbumina, em primeiro logar. Esta observagio esta in-
teiramente de accordo com o effeito de estabilizagio das fracgdes albuminosas
finamente dispersas que observiamos durante o estudo da acgio do sal (6).

Além destas influencias generalizadas do alcool, percebemos tambem ac-
Coes especificas muito evidentes e dependentes da especie e concentragio da
proteina.

Estas differencas especificas referem-se a: 1) floculagdo; 2) wviscosidade e
3) alteracio da capacidade de coagulagao pelo calor.

1) — [Enquanto nos solutos de fibrinoglobulina e euglobulina (indiiferente-
Mmente com ou sem alcool) com a elevagio da temperatura, apés previa opales-
fencia e turvagio, apparecem flocos finos, em forma de fios ¢ finalmente gros-
sos, granulosos, a floculagio na pseudoglobulina, seralbumina e soro depende,
de um lado, do teor de alcool e, de outro lado, da concentragio da proteina. O
soluto de pseudoglobulina a 1,86 % apresenta ainda a mesma escala de coagu-
lagio dos solutos de fibrinoglobulina, porém nos solutos a 0,93 e 0465 % s6
s¢ formam flocos grossos com uma quantidade grande de alcool (pelo menos
24 9 ). Esta relacio da floculagio com a concentragio de albumina e de alcool
€ ainda mais evidente na seralbumina. A seralbumina a 1,86 % nio diverge
absolutamente — quanto 4 formagio de flocos grossos — da fibrinoglobulina e
da euglobulina, ao passo que no soluto de 0,93 % s6 apparecem flocos grossos
com alcool na concentragio de 30 96, e no soluto de 0,465 9% nio ha essa flocu-
lagio nem mesmo com 36 % de alcool.

Este comportamento diverso das fracgGes de dispersio fina e grossa, rela-
tivamente & coagulagio pelo calor, indica que as alteragdes determinadas pelo
Calor dependem da dispersio das proteinas. Conforme foi primeiramente ve-
rificado por Hardy (7) e mais tarde por Pauli e Handovsky (8), essas altera-
Coes sio determinadas por dois processos completamente independentes um do
Outro, isto &, a desnaturacio e a floculagio da proteina. A desnaturagio é con-
siderada consequencia de uma reacgiio entre a proteina € a agua. A floculagiio,
de accordo com Pauli ¢ Handovsky, depende dos ides H e dos outros porventura
Existentes, representando, portanto, uma reacgio colloido-electrica. O proces-
0 da desnaturaciio ainda nio esti inteiramente esclarecido, havendo a esse res-
Peito duas theorias oppostas: uma parte dos auctores [Sorensen (9), Weber e
Versmold (10)] attribue o phenomeno a uma deshydratagio; outros [Freund
¢ Lustiz (11)], ao contrario, a um augmento de hydratagio. Si bem que os
Tesultados das experiencias de Versmold (12), baseadas na determinagio do
espago de hydratacio, confirmem a theoria de Sorensen, ainda restam duvidas

13
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sobre si essas experiencias, feitas com uma sé proteina (ovalbumina) e com reac-
¢io acida, constituem base sufficiente para uma generalizacio da theoria de
deshydratagdo. Considerando as experiencias por nés feitas, devemos suppor
que esta generalizagio nio ¢ acertada, porque no processo da desnaturacio a
reacgio do meio e a natureza da proteina desempenham papel da maxima impor-
tancia. A nosso ver a theoria da deshydratagio — pelo menos com os pH por
nos empregados — applica-se somente aos systemas de proteinas de dispersio
grosseira, parecendo que nos de dispersio fina a alteragio pelo calor é occasio-
nada por um augmento da hydratacio.

A influencia da deshydratagio manifesta-se pela formacgio de flocos gros-
sos, a do augmento de hydratagio, por uma enorme elevagio da viscosidade, a
ponto de apresentarem os solutos uma consistencia semelhante 4 dos pesados
oleos technicos. Na deshydratacio occorre um desentumescimento das particu-
las de albumina, ao passo que como augmento de hydratacio as mesmas se
entumescem. Em consequencia do desentumescimento, as differentes particulas
se apresentam asperas e irregulares, de maneira que, com as collisGes, ficam
presas umas as outras, formando finalmente, depois de um certo numero de
collisdes, um unico floco grosso. O entumescimento das particulas naturalmente
evita 0 seu agrupamento e occasiona um augmento da wiscosidade. A circuns-
tancia de, na presenca do alcool em concentragies mais elevadas, apparecerem
os flocos tambem nos solutos e proteinas de dispersio fina esti em perfeita
conformidade com a opinido acima emittida, pois, si se considerar que neste
caso nio existe a quantidade de agua necessaria para o entumescimento das
particulas, impde-se a idéa de que a capacidade de deshydratacio, conjuncta-
mente do calor e do alcool, produz um desentumescimento, isto ¢, deshydratagio.

Do mesmo modo e baseado na theoria acima exposta, pode-se explicar o
phenomeno da semelhanga entre o comportamento dos solutos concentrados de
pseudoglobulina e seralbumina e o das fracgoes de dispersio grosseira. Nestas
o espago de hydratagio em relagio ao espago preenchido pela agua livre é tdo
pequeno, que uma aggregagio de agua, por parte da proteina, motivada por falta
de agua, niio é possivel, ou pode occorrer apenas passageiramente, circunstan-
cia esta que necessariamente dentro de pouco tempo conduz i deshydratacio.

Deprehende-se do que foi dito que, nas condigdes das experiencias indica-
das, attribuimos a desnatura¢do pelo calor, nas fracgdes de albumina de disper-
sdo grosseira (labeis), a uma deshydratagio, nas de dispersio fina (estaveis), 6
um augmento de hydratagao.

Esta theoria nio collide absolutamente com a natureza de phase dupla da
coagulagio pelo calor, porquanto ella se refere somente a primeira phase, isto €
a desnaturacio.

Devemos accrescentar que a acgio desnaturadora da deshydratacio deve ser
de natureza diversa da do augmento de hydratagio. Esta conclusio nés a tiramos



D. vox Kionvsitzey — Estudos physico-chimicos sobre proteinas 125

da seguinte experiencia: interrompendo-se o aquecimento numa temperatura
mais elevada (por exemplo, no caso de um soluto de pseudoglobulina livre de
alcool, a 70°) e accrescentando-se 4 metade do conteudo da proveta algumas
gottas de um soluto a 1 9% de acido acetico, ha, naturalmente, em todos os so-
lutos de proteina um novo precipitado. Resfriando-se rapidamente a outra me-
tade do conteudo da proveta e juntando-se, agora, s6 o CH3COOH aos solu-
t0s, ndo ha alteragio perceptivel na pseudoglobulina € na seralbumina, ao passo
que na fibrinoglobulina e na euglobulina se forma um precipitado. Donde con-
cluimos que a desnaturagio em consequencia de deshydratagdo é irreversivel, en-
quanto a desnaturacio consequente ¢ um augmento de hydratacdo deve ser re-
versivel.

O soro neste particular se comportou a semelhanga das fracgdes albumino-
sas estaveis, o que nio pode significar outra cousa sinio que a fibrinoglobulina
na presenca das fracgdes estavels toma o caracter das mesmas. Nio podemos
Por ora averiguar qual a maneira por que se processa esta estabilizagio; porém,
baseado nas nossas experiencias ainda nio publicadas, feitas com misturas com-
Postas de fracgbes electrodialysadas, portanto com “soros artificiaes”, estamos
inclinado a crer que o grau de dispersio da fibrinoglobulina e da euglobulina é
mais fino no soro do que em seus solutos puros.

2) — Conforme se verifica pelas tabellas VII, VIII, X, XI e XIII, os so-
lutos a 1,86 ¢ 0,93 % de pseudoglobulina e seralbumina e a diluicio a 1,86 %
de soro em presenca de alcool sdio, attingida uma certa temperatura, extremamen-
te viscosos. Procurimos expor a raziio desse enorme augmento da viscosidade na
Parte da discussio sobre o augmento da hydratagio, pelo que nos parece super-
fluo insistir neste ponto.

3) — Pelas observagbes accrescentadas s tabellas VIII, IX, XVI e XVII
evidencia-se o interessante facto de os solutos de pseudoglobulina mais diluidos,
€om um certo teor (18 9% ou mais) de alcool perderem a sua capacidade de coa-
gulagio pelo calor, ou melhor, se comportarem, neste sentido, 4 semelhanga
dos corpos albuminosos de Bence-Jones (*). Estes solutos apresentam a turvagio
maxima bastante abaixo da temperatura de fervura; aquecidos até fervura, cla-
fificam-se e, com o resfriamento, apparece um precipitado, que a um novo aque-
Cimento torna a dissolver-se. A temperatura da turvagio maxima depende da
Concentragio da albumina e do alcool. No soluto mais concentrado, a tempe-
fatura em que apparece a turvagio maxima € mais baixa do que mnos mais di-
luidos e no mesmo soluto ella cae & medida que augmenta o teor de alcool. Re-
Sultado semelhante foi publicado por Torsten (13) em relagio & ovalbumina e
40 soro humano tamponados com acetato e esses resultados seriam, portanto,

[

(*) Sobre propriedades da proteina de Bence-Jones veja: Willheim, R. — Biochem.
Zschr, CLXXX :231.1927,
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completados com o comportamento semelhante da pseudoglobulina. A circuns-
tancia de s6 os solutos relativamente diluidos apresentarem o caracter da pro-
teina de Bence-Jones deve impor maior cuidado na observagio desta proteina,
especialmente quando na execugio da prova, segundo a indicagio de Malengrau
(14)e Blix (15), se usa alcool.

Pelas observacbes junto ds tabellas verifica-se ainda que a maneira do
aquecimento exerce consideravel influencia sobre os phenomenos da coagula-
¢io, o que, sém duvida, é motivado pelo curso differente da deshydratagio.

Finalmente, desejamos dizer ainda alguma cousa sobre a proporgio da
baixa da temperatura de coagulagio occasionada pelo alcool, portanto sobre a
resistencia relativa das albuminas. Comparando-se os resultados obtidos com
concentraces differentes da mesma proteina, pode-se tirar uma conclusio
quanto i resistencia relativa das mesmas ao calor e ao alcool.

Sendo minimo o erro de observacio (= 0,5°) quando se verifica a opa-
lescencia, enquanto a leitura da turvagio, mesmo quando se tém i mio solutos
para comparacio, pode com muito maior facilidade ser influenciada por moti-
vos subjectivos (além disso nem todos os solutos
apresentam floculagio), tomamos por base e:<sas
observagbes comparativas a temperatura da opales-

FIRRIFGLOBULINA
Sol. a 0,995 —
Sol. & 0,48581 — — — \
Sol. » 0,2338: —.. -  cenca.

Pelas Figs. 1-5 fica bem evidente que, a se-
melhanca da resistencia absoluta, tambem a resis-
tencia relativa se altera de accordo com a natureza
e a concentracio da proteina. As curvas dos so-
lutos de fibrinoglobulina a 093 e 0,465 %, assim
e’ como as de euglobulina a 1,86 e 093 % apresen-
AL tam-se, até um teor de alcool de 12 %, quasi
-;\ iguaes. As curvas da fibrinoglobulina a 0,233 %

¢ da euglobulina a 0,465 %, por sua wez, tambem

‘%\ sio perfeitamente iguaes, até i referida concentra-

R N\ Gio de alcool. A resistencia relativa dos solutos

de fibrinoglobulina corresponde a absoluta, sendo

‘ minima no soluto a 0,465 9%. Os solutos a 1,86 e

%ﬁ:“ R 0,93 % apresentam a menor resistencia relativa en-

<% tre as concentracies de alcool de 12 a 18 9%, en-

quanto a mesma na euglobulina a 0,465 % se ma-

nifesta entre as concentrages de alcool de 18 a 24 %. Na pseudoglobulina en-

contra-s¢ a maior resistencia relativa no soluto a 0453 %, de maneira que as

resistencias absoluta e relativa desta proteina sao oppostas. Todos os solutos

apresentam a maior resistencia relativa entre as comcentragoes de alcool de 12
a 18 %. '
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A seralbumina tambem possue, de accordo com sua elevada estabilidade,
uma grande resistencia relativa, a qual até uma concentragio de alcool de 24 %,

h]i -'. l.m:—--—' h:l .' 1.“:‘———
Sol. # 0,998 — == Sol. 8 0,908 e ==
5“1- [ ] u*mli—--!—l.i— hl. B U'Hﬂtm-—n—-
8o* Bod
2070\
L ]
b
Y
sot
ﬂ'
CotsOn: 03 €3 123 183 B a0 CHOH: 03 63 133 15 33 X3 e
4%
Fic. 2 Fic. 3
SERALBUMINA - 80RO DE CavalLlD
Conteuds total ea proteinas
Sol. a 1,863: 1_.-5;;
u-i“l—l — =
hli [ 1 ¢|ml- B = — :I“ﬂt—-i—-
Sel. » Df“ﬂ‘l — o
[ o]
L
%
.
-\.
b -
Y \
\ \
L ]
a® .‘n'
h' n‘l
TaLOH-03 €5 125 185 243 203 Ms 43 C,ACHI O 65 133 183 4
Fic. 4 Fic. 5
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independente da quantidade de proteina, € quasi perfeitamente uniforme. Esta
proteina apresenta a menor resistencia relativa entre as concentragdes de alcool
de 30 a 36 %.

A resistencia relativa do soro differe consideravelmente da de suas frac-
¢oes e tambem as tres diluigoes, comparadas sob este ponto de vista, apresen-
tam notaveis divergencias. O soro a 1,86 9% possue a maior resistencia relativa
entre as concentragées de alcool de 6 a 12% ; o de 0,93%, entre as de 12 a 18%.
A diluigio a 0,465% apresenta em duas condigbes, isto €, entre as concentra-
goes de alcool de 0 a 6 e de 12 a 18 9%, o minimo de resistencia relativa. Este
comportamento differente do soro, a meu wer, deve ser attribuido 4 maior es-
tabilidade das fracgbes labeis, em primeiro logar da fibrinoglubulina.

A Fig. 6 serve a comparagao SOLUTOS DE PROTZINA A 0,038

da resistencia relativa das diversas Fibringlobulina:—  Buglotulindiem — — ==
proteinas. Tendo ja este ponto si- Poeudoglotuling: —.mow  BEroalbuming:—e— e
do sufficientemente discutido acima, SSre de cavallo:—o _

nio voltaremos a consideral-o aqui.

RESUMO

As experiencias de coagulagio
pelo calor feitas com fibrinoglobu-
lina, euglobulina, pseudoglobulina, se-
ralbumina e soro de cavallo, neutros,
contendo alcool, esclareceram o se-

guinte:

1. O alcool abaixa a tempera-
tura de coagulagio.

2. A resistencia ao alcool, tan- 1
to absoluta, como relativa, do soro de ot :

e ? CHOH:I0B €5 125 185 M3 208 Jes 43

cavallo e de suas fracghes varia, em
geral, de accordo com a especie e Fic. 6
concentragio da proteina e¢ com a quantidade de alcool.

3. As acghes especificas exercidas pelo alcool sobre as differentes protei-
nas referem-se & floculagio, viscosidade e capacidade de coagulagio pelo calor.

4. Fere a atten¢io o facto de possuir o soro grande estabilidade em re-
lagio a fibrinoglobulina. Uma tentativa de explicar este facto, tomando-se por
base as experiencias com “soro artificial”, residiria na hypothese de que a dis
persio na fibrinoglobulina no soro é mais fina do que em seus solutos puros.

5. A pseudoglobulina em solutos mais diluidos € com um teor de alcool
minimo de 18 % apresenta o maximo de turvagio abaixo da temperatura de
fervura.

18
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6. Ficou demonstrado que a desnaturagio pelo calor das fracgdes albumi-
nosas estaveis (da pseudoglobulina e da seralbumina) € provavelmente um pro-
Cesso reversivel.

Em face do material das experiencias, as theorias relativas a coagulagio
pelo calor, porque generalizadoras, afiguram-se insufficientes para explicar este
pPhenomeno. Nestas condicies, ressalta a necessidade de uma nova theoria: esta
liga a desnaturacio das fracgdes labeis i deshydratacio e a das fracgbes estaveis,
2 um augmento da hydratagdo, com uma reaccio quasi neutra.

ZUSAMMENFASSUNG

Die an neutralem, alkoholhaltigem Fibringlobulin, Euglobulin, Pseuduglobu:
lin, Serumalbumin und Pferdeserum durchgefiihrten Hitzgerinnungsversuche
ergaben das Folgende:

1. Der Alkohol setzt die Gerinnungstemperatur herab.

2. So die absolute, wie die relative Alkohol-Wiederstandsfiahigkeit des
Pierdeserums und seiner Fraktionen sind im allgemeinen nach der Art und
Konzentration des Proteins und der Menge des Alkohols verschieden.

3. Die vom Alkohol auf die einzelnen Eiweisskorper verubten artspezi-
fischen Wirkungen beziehen sich auf die Flockenbildung, Viskositit und Hitz-
gerinnungsfihigkeit. |

4. Es wird darauf hingewiesen, dass das Serum dem Fibringlobulin gegen-
uber eine erhohte Stabilitit besitzt. Diese Tatsache wird — gestiitzt auf mit
“kiinstlichen Sera” durchgefiihrte Versuche — durch die Annahme, dass die
Dispersitit des Fibringlobulins im Serum feiner ist als in seinen reinen Losun-
gen, zu erkliren versucht.

5. Es wird gezeigt, dass das Pseudoglobulin in verdunnteren Losungen
und bei einem Mindest-Alkoholgehalt von 18 % seine stirkste Tribung unter-
halb der Siedehitze aufweist.

6. Es wird wahrscheinlich gemacht, dass die Hitzedenaturierung der sta-
bilen Eiweissfraktionen (des Pseudoglobulins und Serumalbumins) ein reversi-
biler Prozess ist. ‘

Auf Hand des Versuchsmaterials werden die Theorien der Hitzegerinnung
€rortert und die Auffassung gedussert, dass dieselbe mit einer allgemein-
Bultigen Theorie nicht erklirt werden kann. Es wird eine neue Theorie auf-
gestellt, welche das Denaturieren der labilen Fraktionen auf [Dehvdratation, das
der Stabilen auf Hydratationssteigerung zuriickfithrt (bei einer nahezu neutralen

Rtlln:t.iun}.
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