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RESUMO 

Neste trabalho as espectroscopias ATR-FTIR ("Attenuated Total 

Reflectance - Fourier Transforrn lnfrared Radiation") e Raman foram utilizadas no 

monitoramento e controle de supersaturação de proteínas. Nos estudos utilizando 

ATR-FTIR foi desenvolvida uma célula para cristalização por difusão de vapor 

adaptada a um elemento de reflectãncia interna ATR de germãnio (Ge), 

possibilitando assim o monitoramento in situ nesse sistema. O monitoramento da 

concentração de soluções de lisozima no interior dessa célula se baseou em um 

modelo de calibração PLS ("Partia! Least Squares") construído a partir de 

espectros de soluções com concentrações conhecidas dessa proteína. Esse 

aparato foi aplicado com sucesso na concentração lenta e gradual de soluções de 

lisozima e o monitoramento da concentração protéica ao longo do tempo se 

mostrou bastante preciso. Na presença de cristais, entretanto, houve influência 

dos mesmos sobre o monitoramento da solução, causado pela decantação e 

suposta interação dos cristais com a superfície do elemento de Ge. Embora não 

tenha ocorrido adsorção protéica a partir da solução no elemento ATR, a 

disposição das moléculas no hábito cristalino parece favorecer a adsorção dos 

cristais de proteína no Ge. Além desse sistema, foi avaliada uma sonda ATR de 

seleneto de zinco (ZnSe) que apresentou a vantagem de não sofrer influência 

significativa da temperatura na predição de concentrações de lisozima, gerando a 

possibilidade de ser aplicada no controle da supersaturação por temperatura. Essa 

sonda, entretanto, apresentou deficiência no monitoramento ao longo do tempo, 

de soluções de lisozima e tripsina, devido à provável adsorção protéica no 

elemento ATR. A espectroscopia AT-FTIR foi assim inadequada para o 

monitoramento de supersaturação nas condições estudadas. 

A espectroscopia Raman, apesar de não ser tradicionalmente utilizada para 

quantificações, permitiu o monitoramento in situ da supersaturação com relativa 

precisão. Um modelo de calibração PLS desenvolvido a partir de soluções padrão 
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de aprotinina e (NH4)~0 4 possibilitou medidas simultâneas de suas 

concentrações durante cristalizações em gota suspensa ("hanging-drop"). Através 

dessa possibilidade determinou-se a solubilidade de aprotinina na presença de 

NaCI e (NH4)zS04 a partir de gotas de 10 fll de solução e demonstrou-se o 

controle da supersaturação propiciando aumento do tamanho dos cristais de 

aprotinina em cerca de três vezes em relação à cristalização sem controle de 

supersaturação. O monitoramento simultâneo da concentração de proteína e sal, 

trouxe evidências da co-cristalização de aprotinina e (NH4)zS04, isto é, de que 

ambas as moléculas participaram na formação dos cristais. Dessa forma, apesar 

do potencial da espectroscopia infravermelho, verificou-se a superioridade da 

metodologia de monitoramento baseado na espectroscopia Raman. Uma das 

principais vantagens desse segundo método foi a aplicação da sonda de fibra 

óptica que permitiu medidas remotas e de modo não invasivo, tendo em vista que 

a interação de proteínas com diferentes materiais pode ser um problema crítico 

no monitoramento in situ de suas soluções. 
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ABSTRACT 

In this study, Raman and ATR-FTIR (Attenuated Total Reflectance- Fourier 

Transform lnfrared Radiation) spectroscopies were employed for the in situ 

monitoring and contrai of protein supersaturation. A germanium (Ge) ATR 

accessory adapted to a vapour diffusion crystallization cell allowed the in situ 

monitoring of solutions inside this cell. The monitoring of lysozyme concentrations 

was based on a PLS (Partia! Least Squares) calibration of spectra from solutions 

with known concentrations of this protein. This apparatus was successfully apllied 

for the gradual increasing of lysozyme concentration, which was monitored over 

time with good accuracy. However, when this system was used to monitor the 

liquid phase in the presence of crystals, the prediction was affected by a 

hypothetical interaction between lysozyme crystals and Ge surface. Although any 

interaction of protein from liquid phase and the ATR element was observed, it 

seems that some features of the crystal surface favoured its adsorption onto the 

Ge element. Besides the Ge based system, a zinc selenide (ZnSe) immersion 

probe was also evaluated for the monitoring purpose. Lysozyme concentrations 

measured with this probe were demonstrated to not being significantly affected by 

temperature, meaning that it could be applied for the supersaturation contrai by 

temperature. This probe, however, was not adequate for the monitoring of 

lysozyme and trypsin solutions over time, due to the protein adsorption onto the 

ATR element. Therefore, the ATR-FTIR methods were not suitable for the 

measuring of supersaturation in the studied conditions. 

In spite of not being traditionally applied as a reliable quantification 

technique, Raman spectroscopy allowed the in situ measurement of aprotinin and 

(NH4)~04 concentrations with reasonable precision. A PLS calibration model, 

based on spectra of aprotinin and (NH4)2S04 solutions with known concentrations 

allowed the simultaneous monitoring of these species during hanging drop 

crystallizations. This calibration model was employed in the determination of 

xii 



aprotinin solubility in the presence of NaCI and (NH4)2S04 carried out in the 

hanging drop mode using 10 fll drops. Monitoring of the drop compositional 

change over time allowed the control of supersaturation, accomplished by vapour

diffusion control, leading to an increase of crystal size three fold when compared to 

crystals obtained without supersaturation control. The observed decrease of 

protein and salt concentrations during the growth process was an indicative of the 

co-crystallization of aprotinin and (NH4)2S04: both molecules were taken into the 

crystal structure. Therefore, despite the potential of ATR-FTIR spectroscopy, 

Raman technique was considered superior for the present purpose. Certainly the 

non-invasive nature of Raman data collection should be pointed out as its main 

advantage over ATR-FTIR technique, considering that the sticky nature of proteins 

can be a criticai problem for immersion probes. 
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NOMENCLATURA 

A: área superficial de um núcleo; 

Abs~.: intensidade de absorção de luz em determinado comprimento de onda; 

a;: atividade de uma dada espécie química i em solução; 

Ap;00: área de determinado pico de um espectro; 

ATR: "Attenuated Total Reflectance"; 

B: taxa de nucleação; 

BPTI: "Bovine Pancreatic Trypsin lnhibitor"; 

C*: concentração do soluto no equilíbrio entre as fases sólida e líquida (mg/ml); 

c: velocidade da luz (3,3 ·108 ms-1
); 

C: concentração do soluto (mg/ml); 

CCD: "Charge-Coupled Device"; 

C;: concentração de uma dada espécie química i em solução; 

CIRCLE cell: "Cylindrical Internai Reflectance for Liquid Evaluation cell"; 

CLPCs: "Cross Linked Protein Crystals"; 

CSD: "Crystal Size Distribution"; 

d: distância do caminho ótico; 

DLS: "Dynamic Light Scattering"; 

dp: profundidade de penetração da onda evanescente; 

E: energia da luz de determinado comprimento de onda; 

EDTA: ácido etileno-diamino-tetraacético; 

FTIR: "Fourier Transformed lnfrared Radiation"; 

g: aceleração da gravidade (9,8 m/s2
); 

g: ordem da taxa de crescimento; 

G: taxa de crescimento dos cristais; 

h: constante de Planck (6,626 ·10-34 Js); 

1: intensidade de luz incidente; 

lo: intensidade de luz transmitida; 

IMAC: "lmmobilized Metallon Affinity Chromatography"; 
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ks: constante de Boltzman (1 ,38 -10-23 J/K); 

Kg: constante da taxa de crescimento; 

Kn: constante de nucleação; 

Lpico: altura de determinado pico de um espectro; 

MPD: Metilpentanodiol; 

n: ordem aparente da taxa de nucleação; 

Nd:YAG: "Neodymium doped Yttrium-Aiuminum Garnet"; 

P: momento dipolar de uma molécula quando submetido a um campo elétrico; 

PCA: "Principal Component Analysis"; 

PEG: polietilenoglicol; 

PLS: "Partia! Least Squares"; 

PRESS: "Predicted Residual Errar of Sum of Squares"; 

QELS: "Quasi Elastic Light Scattering"; 

r*: raio crítico para que um núcleo se desenvolva; 

r: raio de um núcleo; 

ri: raio iônico expresso em A; 

RPB: Recuperação e Purificação de Bioprodutos; 

S: supersaturação (C-C*); 

SAXS: "Small Angle X-Ray Scattering"; 

T (%}: transmitância; 

T: temperatura absoluta (K); 

V: volume de um núcleo; 

zi: carga ou valência da espécie iônica; 

u: polarizabilidade da molécula; 

~: supersaturação (C/C*); 

~:: coeficiente de absorção molecular; 

y: energia livre interfacial entre a solução e os núcleos; 

y;: coeficiente de atividade de uma dada espécie química; 

T]amostra: índice de refração da amostra; 

T]ATR: índice de refração do elemento ATR; 
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Ã.: comprimento de onda característico; 

Ãc: comprimento de onda da radiação absorvida pela amostra; 

Jl: força iônica da solução; 

v: freqüência de luz em unidades de Hz; 

vm: frequência de vibração de uma molécula; 

v0: frequência de luz incidente; 

v: freqüência de luz expressa em unidades de cm-1
; 

e: ângulo de incidência de uma radiação em uma amostra; 

o-: supersaturação relativa (C-C*)/C* ; 

.óCmax: largura da zona metaestável ; 

.óG: energia de ativação requerida na formação de um núcleo; 

.óG*: energia crítica de ativação requerida na formação de um núcleo; 

.ó~-t: gradiente de potencial químico; 

n: volume de uma molécula no cristal. 
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CAPÍTULO 1 - INTRODUÇÃO 

Este trabalho encontra-se dividido em capítulos onde são apresentados 

uma introdução, uma revisão da literatura sobre os assuntos envolvidos nos 

estudos realizados e as atividades desenvolvidas, assim como os resultados e as 

conclusões obtidas. 

A revisão bibliográfica apresentada inicia com princípios de cristalização e 

um breve histórico e particularidades da cristalização de proteínas. São ainda 

apresentados alguns dos principais métodos de monitoramento de supersaturação 

e o porquê da utilização das espectroscopias infravermelho e Raman neste 

estudo. Os mecanismos de funcionamento de ambas as técnicas são discutidos 

brevemente, sendo seguidos de um tópico sobre quimiometria, uma vez que a 

interpretação dos dados espectroscópicos envolveram a utilização de ferramentas 

quimiométricas, especificamente modelos de calibração multivariada. Por fim, são 

apresentados tópicos sobre as duas principais moléculas utilizadas neste trabalho: 

a aprotinina, molécula farmacêutica, de alto valor agregado e a lisozima, principal 

proteína em estudos de cristalização. 

As atividades realizadas assim como os resultados obtidos são discutidos 

em dois capítulos, sendo eles os estudos de monitoramento realizados através de 

espectroscopia Raman e os estudos de monitoramento realizados através da 

espectroscopia infravermelho. 

1.1 ESCOPO 

Este trabalho insere-se no campo da Recuperação e Purificação de 

Bioprodutos (RPB) também conhecida como "Downstream Processing•, que é 

normalmente uma das ~tapas de maior custo em um bioprocesso. Em alguns 

1 



casos, como exemplo na produção de fármacos onde altos níveis de pureza são 

exigidos, o custo da RPB pode atingir até 80% do processo de produção (Scopes, 

1994). Com os recentes avanços da biotecnologia, o mercado tem se tornado 

mais competitivo, implicando na exigência por maior qualidade e economia do 

processo e, consequentemente, na necessidade de tecnologias de purificação 

mais eficientes. 

Dentre os métodos de purificação, a cristalização tem-se destacado por 

ser um processo eficiente com relativo baixo custo e simplicidade de operação. 

Adiciona-se ainda o fato da cristalização ser um processo de separação altamente 

seletivo, dispensando em casos ideais o uso de etapas adicionais de purificação. 

A preferência por produtos em forma de cristais se dá por três principais 

razões: 1) elevada pureza, 2) uniformidade de forma e tamanho das partículas e 

3) maior estabilidade, com maior resistência á desnaturação no caso de proteínas 

(Drenth e Haas, 1992). A cristalização pode ainda atribuir propriedades especiais, 

tais como, morfologia específica, solubilidade em determinados solventes e 

estabilidade térmica. A obtenção de cristais com morfologia específica é 

importante alvo na produção de moléculas diversas, principalmente na indústria 

farmacêutica, sendo a morfologia responsável por importantes propriedades físico

químicas do produto. 

Além da obtenção de sólidos com diferentes formas, a cristalização tem 

sido recentemente explorada na separação de compostos quirais. Mais da 

metade das drogas comercializadas são compostos quirais, sendo que a 

cristalização é considerada a técnica mais simples e econômica para a separação 

de enantiômeros, quando aplicada isoladamente (Profir et ai., 2002 e Shekunov e 

York, 2000). A cristalização pode ser aplicada isoladamente, ou em combinação 

com leito móvel simulado para sistemas que formam compostos racêmicos. Neste 

caso, a cristalização tem se mostrado essencial no aumento da produtividade do 

processo (Lorenz et ai., 2001). 

Ainda na indústria farmacêutica, a forma cristalina tem sido aplicada na 

liberação controlada de drogas, proporcionando uma maior eficácia destes, e em 

alguns casos, dispensando o uso de carreadores (Shekunov e York, 2000). A 
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cristalização e a precipitação são responsáveis por cerca de 70% dos materiais 

sólidos produzidos atualmente (Giulietti, 2001), e mais de 90% dos produtos 

farmacêuticos, como tabletes, aerosóis, cápsulas, suspensões e supositórios 

contêm drogas em forma de particulado geralmente cristalino (Shekunov e York, 

2000). 

Entretanto, apesar da sua grande aplicabilidade a cristalização é, muitas 

vezes, empregada sem um devido controle, em decorrência dos fenômenos 

envolvidos nas etapas de formação e crescimento dos cristais serem complexos e 

pouco esclarecidos até o momento. Dificuldades adicionais ocorrem quando se 

trata de moléculas biológicas, como proteínas, sendo poucos os trabalhos na 

literatura envolvendo a cristalização dessas espécies. 

Este projeto faz parte da linha de pesquisa em cristalização coordenada 

pelo prof. Dr. Everson Alves Miranda, desenvolvida no LEBp - Laboratório de 

Engenharia de Bioprocessos, FEQ- UNICAMP, em colaboração com o prof. Dr. 

Kris Arvid Berglund, professor e pesquisador na MSU - "Michigan State University" 

nos Estados Unidos e na "Technology University of Lulea" na Suécia. O Dr. Kris 

Berglund vem coordenando pesquisas envolvendo processos de cristalização há 

mais de uma década, sendo, atualmente uma referência intemattonal no assunto. 

1.2 COLOCAÇÃO DO PROBLEMA 

A cristalização é aplicada na purificação de moléculas convencionais, 

como sais inorgânicos e compostos orgânicos, em quantidades superiores a cem 

milhões de toneladas por ano. No caso de proteínas, entretanto, há ainda grandes 

dificuldades no desenvolvimento de tais processos, principalmente em nível 

industrial (McPherson, 1999). Essa dificuldade deve-se à falta de conhecimentos 

suficientes sobre parâmetros cinéticos e termodinâmicos dos processos de 

formação e crescimento dos cristais e também ao fato de moléculas biológicas 

apresentarem um nível maior de complexidade em relação a moléculas pequenas 

ou íons. Apesar dos esforços para o melhor entendimento da cristalização destas 

moléculas, ela tem sido conduzida ao longo de décadas baseada principalmente 
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em métodos empíricos, e sendo assim, ela é dita como sendo mais uma arte que 

uma ciência (Littlechild, 1991 ). 

Em geral, estudos de cristalização visam estabelecer condições para 

obtenção de cristais com características específicas incluindo tamanho, 

morfologia, distribuição dos tamanhos (CSD - "Crystal Size Distribution"), pureza, 

entre outras. Sabe-se que essas condições dependem fortemente da 

supersaturação, pois esta é um fator determinante na formação dos núcleos 

(primeiras unidades cristalinas), na taxa de nucleação, na formação de agregados, 

na taxa de crescimento, no tempo de indução, entre outras características do 

processo (Mullin, 1993; Myerson, 1993; Nyvlt, 2001). 

Sendo assim, para tornar a cristalização um processo possível de 

controle e otimização, faz-se necessário sobretudo, o desenvolvimento de 

métodos eficientes para o monitoramento e controle da supersaturação. Métodos 

estes que permitam medidas precisas, rápidas e em tempo real, permitindo 

controlar a supersaturação de acordo com eventos observados no processo. Um 

dos problemas na obtenção de medidas em tempo real é a necessidade de 

separação da fase sólida, quando esta influencia as medidas de concentração da 

fase líquida, o que negligencia os fenômenos ocorrentes durante amostragem e 

medida (Dunuwila e Berglund, 1997). Assim, o desenvolvimento de métodos de 

medida in situ que permitam a avaliação quantitativa da fase líquida em um meio 

de cristalização sem necessidade de separação das fases tem se tornado cada 

vez mais importante para o monitoramento e controle da supersaturação. 

1.3 OBJETIVO E PLANO GERAL DO TRABALHO 

O objetivo deste projeto foi o desenvolvimento de metodologias para o 

monitoramento in situ e controle de supersaturação de soluções de proteínas, 

utilizando as espectroscopias vibracionais, ATR-FTIR e Raman que têm sido 

aplicadas com sucesso em estudos de cristalização de moléculas orgânicas 

(Dunuwila e Berglund, 1997; Lewiner et a/., 2001; Feng e Berglund, 2002; Profir et 

ai., 2002) e de proteínas (Schwartz e Berglund, 1999b e 2000). Essas 
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metodologias consistiram em medir em tempo real a concentração e a 

supersaturação de soluções protéicas ao longo do processo, permitindo que essas 

fossem alteradas de acordo com eventos observados: por exemplo, estabilizando 

a supersaturação para suprimir a nucleação excessiva durante crescimento dos 

cristais. O plano geral de trabalho apresentou duas etapas principais, consistindo 

de estudos utilizando cada uma das duas espectroscopias, Raman e ATR-FTIR. 

Nos estudos baseados na espectroscopia ATR-FTIR, desenvolveu-se um 

sistema para cristalização por difusão de vapor adaptado a um elemento ATR de 

Ge horizontal de modo a permitir o monitoramento in situ neste sistema com 

capacidade da ordem de 1 ,O ml de solução. O baixo consumo de amostra é 

essencial tratando-se de moléculas de alto custo, tal como proteínas. Para o 

monitoramento da cristalização em volumes da ordem de 1 ,O litro onde seria 

permitida a avaliação de efeito de temperatura e agitação, foi avaliada uma sonda 

com elemento ATR cônico de ZnSe. Nesses estudos, a lisozima foi selecionada 

como modelo devido ao relativo baixo custo, além de ser considerada molécula 

padrão em estudos de cristalização, uma vez que é fácil de ser cristalizada, e da 

farta existência de dados na literatura sobre sua cristalização (Durbin e Feher, 

1986; Ataka e Tanaka, 1986; Boistelle e Astier, 1988; Wilson e Pusey, 1992; Riês

Kautt e Ducruix, 1992; Rosenberger et a/., 1996; Grimbergen et a/., 1999; Judge et 

a/., 1999 e Price et ai., 2001). 

Na segunda parte do trabalho, baseado na espectroscopia Raman, 

desenvolveu-se metodologia de monitoramento e controle da cristalização de 

aprotinina em gota suspensa que, embora seja reduzida à escala laboratorial, 

serviria de base no desenvolvimento de processos em maior escala. Esse tipo de 

cristalização é o método de cristalização mais utilizado na cristalografia de 

proteínas e apresenta a vantagem de permitir a avaliação de uma grande 

variedade de condições de cristalização com baixo consumo de amostras, da 

ordem de alguns microlitros. Esses estudos basearam-se na utilização de um 

espectrofotômetro Raman acoplado a uma sonda de fibra óptica que, permitindo a 

obtenção de medidas em modo remoto e não-invasivo, era ideal para o 

monitoramento da cristalização em gota suspensa. A seleção da aprotinina como 

modelo neste estudo, se baseou na possibilidade de futura aplicação de sua 
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cristalização como etapa complementar em processos de purificação de aprotinina 

por métodos crornatográficos nos estudos realizados no LEBp (Azzoni e Miranda, 

1999; Tamagawa et a/., 1999; Azzoni et ai., 2002; Genaro et ai., 2002) A 

relevância dessa molécula é discutida adiante em um tópico específico. 

Para ambas as técnicas, infravermelho e Raman, foram desenvolvidos 

modelos de calibração multivariada, PLS ("Partia! Least -Squares") construídos a 

partir de soluções padrão com concentrações conhecidas da molécula a ser 

monitorada: lisozima, no caso de ATR-FTIR, e aprotinina e (NH4)2S04, no caso de 

Raman. O monitoramento e controle da supersaturação baseou-se em curvas de 

solubilidade que foram determinadas para cada uma das proteínas nos 

respectivos meios de cristalização. A estratégia de controle de supersaturação foi 

basicamente o controle da evaporação através de difusão de vapor: para aumento 

da supersaturação submetia-se a solução a uma taxa elevada de evaporação e 

para estabilizar a supersaturação, interrompia-se a evaporação. 
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CAPÍTULO 2 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 PRINCÍPIOS DA CRISTALIZAÇÃO 

A cristalização, formação de uma fase sólida ordenada, é governada por 

fenômenos termodinâmicos e cinéticos na interface da fase líquida e da fase 

sólida em crescimento. Ela procede inicialmente pela formação de núcleos, isto é, 

primeiras unidades cristalinas, seguida do crescimento destes gerando os cristais. 

O esclarecimento preciso dos fenômenos envolvidos nessas duas etapas 

principais da cristalização é extremamente complexo, sendo alvo de diversos 

estudos {Mullin, 1993, Myerson, 1993 NYvt et a/., 2001). Nesta seção são 

discutidos apenas fundamentos gerais da cristalização e principais equações 

envolvendo variáveis desses processos para nas seções seguintes se fazer uma 

revisão da literatura sobre a cristalização de proteínas com aspectos mais 

específicos desse trabalho. 

A solubilidade de um soluto em determinado solvente depende de 

propriedades do meio, tais como concentração, pH, força iônica, temperatura, 

entre outras, podendo assim ser expressa através de curvas de solubilidade em 

função dessas variáveis. Em tais curvas de solubilidade, nos referimos à região 

inferior à curva como região de subsaturaçâo e à região acima da curva como a 

região de supersaturação. A supersaturação, condição necessária para a 

formação e o crescimento de cristais a partir de uma solução é definida como o 

estado em que a solução apresenta concentração maior que o limite de 

solubilidade, possuindo, portanto, uma tendência natural de reestabelecer o 

equilíbrio. Tendência esta, referida como a força motriz da cristalização, 

caracterizada pela diferença de potencial químico de uma dada espécie na 

solução supersaturada e na fase sólida. A Equação 2.1, equação de definição 

relaciona o gradiente de potencial químico, LlJ.l, e a supersaturação, ~: 
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flJl = ks T In (13) (2.1) 

onde ks é a constante de Boltzman e T, a temperatura absoluta. 

A supersaturação é geralmente definida como a razão entre a 

concentração, C e a solubilidade C* (Equação 2.2), podendo ainda ser expressa 

através da diferença entre a concentração e a solubilidade (Equação 2.3) ou ainda 

através da razão dessa diferença e a solubilidade (Equação 2.4). 

c 
13 =c* (2.2) 

S=C-C* 
(2.3) 

C-C* 
cr 

C* (2.4) 

É importante lembrar que nas Equações 2.2 a 2.4 se assume uma solução 

ideal, com um coeficiente de atividade igual a 1 (Myerson, 1993). Em estudos de 

cristalização é comum expressar a supersaturação em termos de concentração 

sem considerar os coeficientes de atividade, entretanto, para uma soluções muito 

distantes da idealidade os coeficientes de atividade devem ser considerados. 

Para uma dada espécie química "i", a atividade e a concentração são relacionadas 

através da Equação 2.5, onde y; é o coeficiente de atividade cuja definição é dada 

pela Equação de Debye-Hückel (2.6) 

(2.5) 

(2.6) 

onde A e B são constantes dependentes da temperatura; r;. o raio da espécie 

química expresso em A; C; e z; são, respectivamente, a concentração e a carga da 
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espécie "i" em solução e ll· a força iônica da solução. No caso de proteínas a 

teoria de Debye-Hückel poderia ser aplicada considerando que sua molécula 

contém grupos polares carregados que assumem a forma de um grande íon 

polivalente com carga centralizada. Entretanto, é conhecido que essa teoria não 

explica completamente a solubilidade de proteínas pois essas tem padrões de 

carga que não estão relacionados com sua carga líquida (Pan, 1995). 

Uma vez que a solução esteja supersaturada, a cristalização pode iniciar 

por duas formas, através da nucleação homogênea ou heterogênea (Mullin, 1993, 

Myerson, 1993). A nucleação heterogênea, com maior probabilidade de 

ocorrência, é a formação de cristais induzida pela presença de corpos estranhos 

presentes no meio, como exemplo partículas de impurezas ou ainda a própria 

superfície do recipiente. A nucleação homogênea, por outro lado, é a formação de 

cristais sem interferência de superfícies ou partículas que, no entanto, requer um 

maior potencial químico e ocorre com menor probabilidade. Ambos os tipos de 

nucleação são ditas como nucleação primária por iniciarem espontaneamente sem 

a pré-existência de cristais em solução. Quando a formação de novos núcleos é 

induzida pelos cristais pré-existentes, dizemos que ocorreu uma nucleação 

secundária. A nucleação secundária requer menor supersaturação que a 

nucleação primária. 

De acordo com a teoria de energia de ativação, um determinado grau de 

supersaturação é necessário para que a nucleação se inicie, isto é, deve-se 

vencer uma barreira energética como em simples reações químicas. Desse modo, 

para a formação de núcleos, a supersaturação deve ser superior a uma 

determinada faixa acima do limite de solubilidade, conhecida como zona 

metaestável, ou região de metaestabilidade. Nessa região, o potencial químico 

permite o crescimento de cristais já existentes mas é insuficiente para a formação 

de novos núcleos. 

Embora não haja uma simples teoria para predizer a taxa de nucleação, 

várias correlações, como a da Equação 2.7, têm sido utilizadas para representar 

dados experimentais: 
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(2.7) 

onde B é a taxa de nucleação primária, cr é a supersaturação, kNé a constante de 

nucleação e n é a ordem aparente da taxa de nucleação. 

Uma vez formados os núcleos, para estes continuarem crescendo é 

necessário que tenham um tamanho mínimo referido como dimensão crítica 

(Boistelle e Astier, 1988), a partir do qual o crescimento prevalece sobre a 

dissolução. A energia de ativação requerida para a formação de um núcleo de um 

determinado tamanho é descrita pela Equação 2.8: 

(2.8) 

onde V e A são, respectivamente, o volume e a área do núcleo; n é o volume da 

molécula no cristal; ke. a constante de Boltzman; T a temperatura absoluta e y a 

energia livre interfacial entre a solução e os núcleos. 

Se considerarmos um núcleo esférico, a equação acima pode ser 

reescrita gerando a Equação 2.9 onde o primeiro termo envolve o número de 

moléculas dentro do núcleo, e o segundo termo representa a energia requerida 

para a formação da superfície: 

47tr3 

8G = ---k8TinS+41tr3y 
3Q (2.9) 

Devido a competição entre o termo volumétrico com valor negativo, e, o 

termo de superfície com valor positivo, a energia de ativação passa por um 

máximo a um certo valor de r, referido como o raio crítico, r*, descrito na 

Equação 2.10. A correspondente energia crítica de ativação para a nucleação é 

então dada pela Equação 2.11, onde verifica-se que a energia de ativação diminui 

com o aumento da supersaturação e com a diminuição da energia livre 

interfacial. Em outras palavras, uma maior taxa de nucleação é esperada em 

maiores supersaturações: 
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r* 
(2.10) 

(2.11) 

Intuitivamente podemos imaginar que quanto maior a supersaturação e a 

taxa de nucleação maiores seriam os núcleos. Esta pressuposição, no entanto é 

incorreta pois, quanto maior a supersaturação, mais rápida a formação dos 

agregados e menores os cristais resultantes. Uma supersaturação 

demasiadamente alta pode ainda resultar na formação de sólidos amorfos, de 

estrutura desordenada. Esse processo, onde os sólidos obtidos não apresentam 

estrutura cristalina, é preferencialmente referido como precipitação, embora, às 

vezes, em ambiente industrial não haja muita diferença entre os termos 

precipitação e cristalização. Em alguns casos, a precipitação é ainda referida 

como uma cristalização provocada pela adição de um agente químico. 

Uma vez que os núcleos tenham tamanho crítico, estes crescem 

originando cristais. Na presença de núcleos estáveis a taxa de crescimento dos 

cristais é função da supersaturação, Equação 2.12: 

(2.12) 

Essa expressão considera a velocidade de crescimento linear, sendo G a 

taxa de crescimento, S a supersaturação, Kg a constante da taxa de crescimento e 

o expoente g a ordem da taxa de crescimento. Na maioria dos sistemas, a ordem 

de crescimento dos cristais é menor que a ordem de nucleação e assim uma 

supersaturação alta favorece a nucleação. Para que se favoreça o crescimento é 

necessária uma supersaturação baixa, onde se evite a formação de novos 

núcleos. 
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2.2 CRISTALIZAÇÃO DE PROTEÍNAS 

2.2.1 Breve histórico e relevância 

O conhecimento de que proteínas cristalizam data de 1840, quando 

Hünefeld observou a cristalização de hemoglobina a partir da evaporação do 

sangue depositado sobre uma lamínula de vidro (McPherson, 1991; Kam et ai. 

1978). Essa observação impulsionou a cristalização de outras proteínas, no 

entanto, sem finalidades específicas além do caráter exploratório destes 

experimentos. 

No final da década de 30, pesquisadores como Astbury, Bernal, Crowfoot, 

Fankuchen, Kendrew e Perutz demonstraram que era possível determinar a 

estrutura molecular de proteínas através da difração de raios-X a partir dos seus 

cristais (McPherson, 1999). Kendrew e Perutz receberam o prêmio nobel em 

química em 1962 pelos seus estudos sobre a estrutura de proteínas globulares. 

Essa foi uma das maiores descobertas da biotecnologia possibilitando o 

desenvolvimento racional de drogas e atualmente, atua como importante 

ferramenta da engenharia genética. Conseqüentemente, surgiram esforços 

contínuos para a cristalização e determinação de estruturas macromoleculares e 

para isso foram desenvolvidos vários métodos sistematizados para cristalização 

dessas espécies, incluindo proteínas, ácidos nucléicos e fragmentos virais. 

No entanto, nesses esforços, a cristalização teve papel secundário e 

serviu como mera ferramenta analítica, pois o objetivo era a caracterização 

estrutural. A obtenção dos cristais baseou-se principalmente em métodos de 

tentativas e erros sem a existência de um controle ou maior compreensão do 

fenômeno. Desse modo, mesmo nos dias de hoje, apesar da elevada soma de 

estruturas de moléculas biológicas determinadas através da cristalografia e 

documentadas em bases de dados como o "Protein Data Bank", com mais de 

20.000 estruturas depositadas (Berman et a/., 2000), não existe ainda um 

entendimento profundo do mecanismo de obtenção dos cristais dessas 

macromoléculas. Atualmente, o campo da cristalografia dispõe de tecnologias 
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altamente desenvolvidas baseadas em modernas fontes de raios-X e métodos 

computacionais de alta capacidade que tem agilizado a determinação estrutural de 

macromoléculas. Entretanto, a cristalografia depende sobretudo da cristalização 

destas macromoléculas que passou a ser um fator limitante na obtenção de novas 

estruturas, uma vez que ela se baseia em métodos de tentativas e erros que 

envolvem consumo indeterminado de material e tempo (Ansari et ai., 1996). 

No setor industrial, o interesse pela cristalização de macromoléculas 

biológicas tornou-se expressivo somente a partir da década de 70, devido à 

acelerada expansão da biotecnologia e consequente demanda por processos de 

purificação mais eficientes (DeMattei e Feigelson, 1992). Além de purificação, na 

indústria farmacêutica, a cristalização é extremamente importante, estando a 

forma cristalina relacionada com características específicas, tais como a 

solubilidade em determinado solvente, estabilidade térmica, ponto de fusão, 

formas enantioméricas e atividade biológica, no caso de biomoléulas (Drenth e 

Hass, 1992). 

As formulações cristalinas tem possibilitado ainda a liberação controlada e 

prolongada de drogas, assim como um significativo aumento na sua eficácia, 

sendo a insulina um exemplo típico (McPherson, 1999). A liberação prolongada, 

alvo de estudos no desenvolvimento de várias drogas, é realizada 

tradicionalmente através de incorporação do princípio ativo em veículos 

carreadores, como exemplo microesferas poliméricas, que controlam a liberação 

do mesmo. Recentes tecnologias visam moléculas cristalizadas combinadas ou 

não com carreadores, sendo que a forma cristalina pode prolongar o tempo de 

liberação em horas ou dias, além de minimizar os volumes das doses a serem 

administradas. Entretanto, os processos de cristalização não são bem 

estabelecidos. Shekunov e York (2000) observam que os avanços tecnológicos 

na síntese permitem identificação e obtenção de drogas com grande eficácia, 

sendo que o controle das características cristalinas é, entretanto, pouco 

compreendido. 

Além do setor de fármacos, outra área na indústria com grande aplicação 

de proteínas cristalizadas, é a de biocatalisadores, que constituem uma das 
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classes de proteínas com maior demanda comercial. As enzimas, com alto 

potencial de catálise, são atualmente indispensáveis em processos de produção 

de insumos químicos, produtos farmacêuticos, detergentes, cosméticos, entre 

outros. Uma inovação na produção de biocatalisadores resistentes foi a 

tecnologia CLPCs -"Cross Linked Protein Crystals" (Govardhan, 1999). Esta 

tecnologia consiste na cristalização de proteínas, as quais são subseqüentemente 

modificadas quimicamente através da ação de agentes bifuncionais como o 

glutaraldeído. O material resultante possui morfologia ordenada com poros de 

tamanhos controlados e estabilidade elevada, com manutenção da atividade em 

extremos de pH e temperatura, assim como na presença de proteases ou 

solventes orgânicos. 

Visto as diferentes aplicações de materiais cristalinos, é importante ter em 

mente que diferentes características dos cristais podem ser exigidas de acordo 

com as finalidades. Cristais inapropriados para caracterização estrutural podem 

ser perfeitamente adequados como produto final de uma etapa de purificação. Na 

cristalografia, além de apresentarem pureza, os cristais precisam difratar a uma 

alta resolução (Przybycien, 1998). 

Assim, a condução dos processos de cristalização também pode diferir 

consideravelmente para cada caso. No caso de cristais usados em formulações 

farmacêuticas, onde na maioria dos casos um nível de próximo a 100% de pureza 

é exigido, normalmente existe a necessidade de etapas de recristalização. Por 

outro lado, para a separação a partir de um meio de fermentação, níveis de pureza 

inferiores podem satisfazer a finalidade do produto, e uma única etapa de 

cristalização pode ser o suficiente. Nesse caso, entretanto, a produtividade é 

fundamental e os volumes a se tratar são certamente maiores que na produção de 

fármacos com características especiais. De acordo com os volumes de solução 

envolvidos em processos industriais, a utilização de métodos, tais como a difusão 

de vapor, utilizada para a obtenção de cristais na cristalografia, é inviável de 

aplicação industrial. Além disso, há limitações quanto as condições usadas na 

cristalização, sendo que alguns sais e tampões específicos de alto custo ficam 

fora de questão, pois tomariam o processo em larga escala economicamente 

inviável. 
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Dentre as poucas publicações que relatam aplicações da cristalização de 

proteínas para purificação em massa, estão os trabalhos de Tsujisaka et ai. 

(1973), Buckel et a/. (1981}, Yoshimoto et a/. (1993), Kitazono et ai. (1992), Pitts 

et ai. (1993}, Mack et ai. (1994); Jacobsen et a/. (1998), Judge et a/. (1995) e Lee 

et a/. (2000). Na maioria destes trabalhos as cristalizações foram conduzidas em 

condições pré-estabelecidas e não houve propósitos de monitoramento ou 

controle da supersaturação. Os trabalhos que apresentaram certa atenção no 

estudo das características do processo foram os estudos realizados por Jacobsen 

et a/. (1998) e Judge et a/. (1995) que, respectivamente, caracterizaram o 

processo baseando-se nas taxas de nucleação e crescimento e descreveram a 

taxa de crescimento dos cristais em função de variáveis como grau de 

supersaturação, agente cristalizante utilizado e pH. 

2.2.2 Particularidades de cristais de proteínas 

Embora cristais de macromoléculas biológicas sejam visualmente 

similares aos cristais de espécies menores, como moléculas orgamcas e 

inorgânicas, há muitas diferenças entre suas propriedades físicas e mecânicas, 

como também cinéticas de crescimento, condições para nucleação e crescimento 

e tipos de interações nas estruturas internas das redes cristalinas que formam o 

hábito cristalino (Bennema, 1992). 

Uma conseqüência da maior complexidade morfológica das unidades de 

crescimento na cristalização de proteínas é que esta rende cristais de dimensões 

menores em relação às moléculas inorgânicas ou orgânicas (Littlechild, 1991; 

DeMattei e Feigelson, 1992). Em relação a aspectos cinéticos, proteínas 

geralmente cristalizam lentamente em decorrência de sua difusão e velocidades 

de colisão e rotação serem muito baixas devido às massas moleculares elevadas, 

da ordem de 10 a 250 kDa. Cristais de proteínas podem levar de algumas horas 

ou mesmo várias semanas para atingirem o tamanho máximo de 1 mm, ao passo 

que cristais de algumas moléculas inorgânicas são capazes de atingir dimensões 

da ordem de 1 em em intervalos de menos de 1 h. Rosenberger (1986) e 

Bennema (1992) esclarecem que existem similaridades entre o crescimento de 
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cristais de proteína e o de moléculas inorgânicas, mas que, entretanto, os 

conceitos de transporte e cinética envolvidos no processo de cristalização de 

proteínas são extremamente complexos de serem descritos. 

Outra característica particular de cristais de proteínas é que estes são 

quebradiços, uma vez que apresentam de 25 a 90% de água (McPherson, 1994). 

A incorporação de moléculas de água na estrutura do cristal de proteínas é 

favorecida pela elevada massa e forma irregular de moléculas protéicas. O 

número e intensidade de interações intermoleculares no hábito cristalino, em 

proporção à massa molecular, são inferiores e mais fracos que para o caso de 

moléculas menores, contribuindo também para a fragilidade dos cristais de 

proteínas. 

Moléculas biológicas apresentam potencial para ocorrência de diferentes 

tipos de interações durante a cristalização, uma vez que esta apresenta estrutura 

dinâmica, isto é, sua estrutura molecular adquire diferentes conformações de 

acordo com as condições do meio (McPherson,1999). Normalmente essa 

mobilidade estrutural ocorre ao custo de pequenas diferenças de energia, 

podendo ocorrer mesmo com uma mínima perturbação do meio, sendo assim de 

difícil controle. Conseqüentemente, há probabilidade de ocorrência de diferentes 

rearranjos das moléculas durante cristalização gerando substancial variação no 

grau de polimorfismo. 

No desenvolvimento de um processo de cristalização de uma proteína, 

além dos parâmetros diversos como a taxa de crescimento, transporte de massa e 

energia, estabilidade interfacial e efeitos de morfologia, é ainda necessária uma 

investigação sistemática do comportamento destas moléculas não só na etapa de 

crescimento dos cristais, como também no estágio de pré-nucleação com a 

formação dos primeiros agregados (Veesler et ai., 1996; DeMattei e Feigelson, 

1992, Bernardo, 2002). Além da variedade de interações durante auto

associação, uma macromolécula apresenta alta disponibilidade de ligação com 

espécies diversas, incluindo moléculas de água, íons e moléculas pequenas, 

sendo assim, a incorporação de impurezas em um cristal de uma molécula 

biológica maior que em cristais de moléculas pequenas. 
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A incorporação de impurezas é favorecida 

\.._,.' 

SEÇÃO CIRCULAI\ 
ainda devido às moléculas 

biológicas apresentarem-se naturalmente em meios complexos. Ao passo que 

moléculas de sais inorgânicos cristalizam a partir de solução aquosa contendo 

exclusivamente a molécula de interesse, proteínas requerem a presença de 

agentes precipitantes para induzir sua cristalização, além de agentes tamponantes 

para manutenção do pH adequado. Tanto tampões como agentes precipitantes 

são candidatos à interação com a proteína durante a cristalização, além de 

poderem influenciar interações com outras espécies. Em casos específicos, 

outras espécies podem estar presentes, tais como agentes redutores para evitar 

oxidação de determinados aminoácidos na superfície da molécula ou íons 

metálicos para manutenção da atividade de certas enzimas. No caso de íons 

metálicos, estes podem ainda ser favoráveis ou até mesmo essenciais para a 

cristalização de proteínas, como exemplo, a insulina cuja cristalização é 

estimulada na presença de íons Zn2+ (McPherson, 1999). 

2.2.3 Agentes redutores de solubilidade na cristalização de proteínas 

A supersaturação de proteínas é obtida através de métodos de variação 

de parâmetros como concentração, pH, força iônica ou temperatura, podendo 

estes métodos serem utilizados isoladamente ou através da combinação dos 

mesmos (Bergfords, 1998, McPherson, 1999). Dentre estes parâmetros, o pH e a 

força iônica geralmente exercem maior efeito sobre a solubilidade, sendo a 

variação de força iônica realizada através de adição de um sal em um 

determinado pH um dos métodos mais utilizados. Mas além de sais, outros 

agentes redutores de solubilidade são aplicados na cristalização de proteínas. 

Como estes são na grande maioria empregados também na precipitação de 

proteínas, é comum a utilização do termo "agente precipitante". 

Os agentes redutores de solubilidade tipicamente utilizados para proteínas 

se classificam em quatro categorias principais: 1) sais, 2) solventes orgânicos, 3) 

polímeros de cadeias longas e 4) polímeros de massa molecular baixa e 

compostos orgânicos não voláteis. 
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De modo geral, há duas categorias de sais: aqueles que interagem 

preferencialmente com a água, conhecidos como sais não-caotrópicos e aqueles 

que interagem preferencialmente com grupos eletrostáticos de proteínas, 

conhecidos como sais caotrópicos. Na cristalização de proteínas, dá-se 

preferência pelos sais não-caotrópicos, pois estes ajudam a diminuir a solubilidade 

da proteína, através do fenômeno de "salting out". Um dos sais mais utilizados na 

cristalização de proteínas é o (NH4)2S04. 

Na segunda categoria, a dos solventes orgânicos, deve-se ter um cuidado 

especial em relação à alguns solventes que podem causar a desnaturação de 

proteínas. Por esta razão, processos de cristalização de proteínas raramente se 

baseiam na utilização exclusiva de solventes orgânicos: a cristalização de 

proteínas com solventes orgânicos é geralmente realizada em combinação com 

sais. A propriedade de solventes orgânicos em reduzir a solubilidade de proteínas 

deve-se ao fato que estes diminuem o potencial dielétrico da solução aquosa, 

aumentando a probabilidade de interações intermoleculares entre as proteínas 

presentes no meio. Nesta categoria, o etanol é um dos mais utilizados. 

Na categoria dos polímeros, os exemplos de aplicação restringem-se 

basicamente ao PEG (McPherson, 1999; Ducruix, 1992), que consiste de um 

polímero produzido em cadeias de vários tamanhos contendo de algumas à várias 

unidades de monômero. Na cristalização de proteínas, a massa molecular do PEG 

utilizado varia de 0,4 a 20 kDa. Os polímeros apresentam algumas propriedades 

similares aos sais, competindo pelas moléculas de água e produzindo a 

desidratação da molécula de proteína, e também aos solventes orgânicos, 

reduzindo a constante dielétrica do meio. O PEG apresenta a vantagem de ser 

efetivo em concentrações baixas (4 a 18%) e não penetrar no interior dos cristais 

(MacPherson, 1999). Um cuidado especial na utilização de PEG é a necessidade 

de adição de azida de sódio (cerca de 0,1%) de modo a evitar contaminação por 

bactérias. 

Na classe dos compostos orgânicos não voláteis, as propriedades 

responsáveis pela redução de solubilidade são semelhantes à dos polímeros. O 

MPD (Metilpentanodiol) é o composto mais utilizado nessa classe e age como 
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redutor de solubilidade através da combinação de atividade de competição por 

moléculas de água e diminuição do potencial dielétrico da solução. 

2.3 MONITORAMENTO DE SUPERSATURAÇÃO 

No caso de proteínas, a possibilidade de predizer a cristalização a partir 

de determinada solução é de grande importância, uma vez que algumas espécies 

levam semanas para formar cristais visíveis macroscopicamente. Nesse sentido, 

medidas de espalhamento de luz foram muito utilizadas. Técnicas como QELS 

("Quasi Elastic Light Scattering"), DLS ("Dynamic Light Scattering") foram 

utilizados por Kam et a/. (1978), Kadima et a/. (1991) e Zulauf (1992) para 

predizer a tendência das soluções de lisozima formar cristais a partir da presença 

de agregados em soluções diluídas. Soyer e Jullien (1996) também utilizaram 

medidas de espalhamento de luz para relacionar as intensidades de agregação 

na solução inicial com os tamanhos dos cristais. 

Ducruix et ai. (1996) utilizaram SAXS ("Small Angle X-Ray Scattering") 

para caracterizar a influência de vários sais na interação entre moléculas de 

lizosima em condições próximas à supersaturação e Bonneté et ai. (1996) 

utilizaram a mesma técnica para monitorar a evolução da cristalização de lizosima. 

As técnicas de espalhamento de luz apresentaram assim importante papel em 

estudos de cristalização de proteínas. Estas técnicas entretanto, servem para a 

detecção e caracterização da fase sólida em formação e não para o 

monitoramento de supersaturação. 

Para medidas de supersaturação, características da solução como 

densidade, viscosidade ou condutividade elétrica, entre outras propriedades 

físicas relacionadas à concentração são normalmente consideradas, podendo se 

dizer que esses métodos são medidas diretas ou indiretas da concentração 

(Loffelmann e Mersmann, 2002). A escolha do método adequado para o 

monitoramento de supersaturação depende das características do meio de 

cristalização. Medidas de densidade por exemplo, podem não apresentar precisão 

desejada em casos industriais, onde impurezas estão envolvidas. A condutividade 
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eletrolítica é limitada a sistemas inorgânicos, visto que moléculas orgânicas ou 

biológicas apresentam pouca ou virtualmente nenhuma condutividade (Lewiner et 

a/.,2001). Além disso, medidas de condutividade são sensíveis à variação de 

temperatura sendo inapropriadas para processos politérmicos. 

Além das particularidades de cada método, adiciona-se o fato de que os 

métodos convencionais raramente permitem o monitoramento in situ das soluções 

e, dessa forma, impossibilitam o monitoramento em tempo real, essencial para 

obtenção de dados cinéticos realísticos. A impossibilidade do monitoramento in 

situ da solução em processos de cristalização ocorre por duas principais razões: 

1) a indisponibilidade de tecnologias, tais como sondas e sensores, que permitam 

medidas em modo remoto e 2) a interferência de sólidos em suspensão sobre as 

medidas obtidas a partir da fase líquida. Assim, muitos métodos usados no 

monitoramento de processos de cristalização requerem a etapa adicional de 

separação dos fases durante a realização de medidas. 

Muitos estudos tem sido recentemente realizados com objetivo de obter 

meios mais eficazes de monitoramento de supersaturação. Dentre essas 

metodologias, as espectroscopias vibracionais ATR-FTIR e Raman tem-se 

destacado, uma vez que permitem medidas in situem processos de cristalização, 

sem interferência da fase sólida. A espectroscopia ATR-FTIR apresenta 

vantagem de ser uma técnica tradicionalmente utilizada na análise de processos 

químicos, inclusive em ambiente industrial. 

A espectroscopia ATR-FTIR foi utilizada por Dunuwila e Berglund (1997) 

para medida de supersaturação in situ na presença de cristais em cristalização de 

ácido maléico. Os autores mostraram que a técnica era eficiente na determinação 

in situ da concentração de ácido maléico, sendo a sensibilidade da técnica 

suficiente para avaliar pequenas variações na supersaturação. A principal 

vantagem do método foi a possibilidade de medidas a partir da solução sem 

interferências da fase sólida. Trabalhos posteriores como os de Lewiner et a/. 

(2001 ); Feng et a/. (2002); Fevotte (2002); Lewiner et a/. (2002) e Grõn et a/. 

(2003) tem confirmado a adequabilidade da técnica para outros sistemas soluto

solvente. Fevotte (2002) classifica a técnica como base de novas perspectivas 
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para processos de cristalização de produtos farmacêuticos. Além de 

monitoramento de supersaturação, avaliações de características mais específicas 

como transformações polimórficas foram demonstrados por Salari e Young (1999); 

Skrdla et ai. (2001) e Lewiner et ai. (2001). Profir et ai. (2002) aplicaram a 

espectroscopia ATR-FTIR no monitoramento da cristalização a partir de mistura 

racêmica. 

Os estudos utilizando Raman são em menor número, entretanto, indicam 

um potencial deste método, semelhante ao apresentado por ATR-FTIR. O menor 

número de estudos utilizando Raman deve-se, possivelmente, ao fato deste tipo 

de espectroscopia não ser uma técnica tradicionalmente utilizada em processos 

químicos industriais como a espectroscopia de infravermelho. 

A técnica Raman, pelo que se conhece da literatura, foi inicialmente 

utilizada no monitoramento de supersaturação por McMahon et ai. (1986), sendo 

que, até então, tinha sido utilizada apenas para soluções concentradas, mas não 

supersaturadas. Também utilizando Raman, Elankovam e Berglund (1986) 

relataram sua aplicação no monitoramento in situ de soluções supersaturadas de 

dextrose visando descrição do seu mecanismo de nucleação secundária. Mais 

tarde, a adequação de espectroscopia Raman na análise de soluções de proteínas 

levaram Schwartz e Berglund (1999a) a utilizar esta técnica espectroscópica no 

monitoramento in situ da cristalização em gota suspensa de lisozima. 

A adequabilidade da espectroscopia Raman na análise de soluções 

protéicas deve-se principalmente ao fraco espectro da água, solvente universal de 

materiais biológicos, tal como proteínas. Nos estudos de Schwartz e Berglund foi 

utilizada uma sonda de fibra ótica equipada com uma objetiva que permitia 

focalizar a radiação sobre alvos de pequenas dimensões, tal como uma gota de 

amostra, e obter espectros sem contato com os mesmos. Através desse estudo, 

determinou-se a solubilidade de lisozima a partir de gotas de alguns microlitros e 

monitorou-se a concentração de proteína ao longo de todo o processo de 

cristalização na gota (Schwartz e Berglund, 1999b). Com o sucesso do 

monitoramento da supersturação de lisozima, os autores sugeriram a possibilidade 

de controle da supersaturação durante cristalização em gota suspensa através de 
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modificações nas taxas de difusão de vapor. Ao que se conhece, este foi o 

primeiro trabalho a reportar medidas de supersaturação de proteínas através de 

espectroscopia Raman e o primeiro estudo em que as medidas e controle da 

supersaturação na gota foi realizado de modo não-invasivo. 

Assim, ambas as técnicas, ATR-FTIR e Raman têm-se mostrado bastante 

eficazes no monitoramento in situ de supersaturação com a vantagens de se obter 

medidas a partir da fase líquida sem interferência da presença de sólidos. Os 

fundamentos de ambas as espectroscopias são apresentados a seguir. 

2.4 ESPECTROSCOPIAS VIBRACIONAIS INFRAVERMELHO E RAMAN 

A espectroscopia é tradicionalmente referida como o estudo das 

interações da luz com a matéria. A luz é constituída de dois campos, elétrico e 

magnético, mutuamente perpendiculares entre si que se propagam pelo espaço. 

A energia da onda é descrita na Equação 2.13: 

E=hc/1~. (2.13) 

onde h é a constante de Planck (6,626 ·10 -34 Js) , c, a velocidade da luz (3,3 -108 

ms-1
) e 2 o comprimento de onda característico. 

As interações entre a luz e determinada amostra podem fornecer 

informações a respeito da natureza de suas moléculas de acordo com os 

fenômenos ocorrentes tais como absorção, fluorescência, fosforescência ou 

espalhamento em várias direções. A ocorrência desses fenômenos dependem do 

comprimento de onda da luz incidente assim como das características da amostra, 

estando relacionada com transições energéticas na molécula, entre seus níveis 

eletrônicos, vibracionais, rotacionais ou nucleares. A espectroscopia se classifica 

em diferentes técnicas, de acordo com o fenômeno ocorrido e com a faixa de 

comprimentos de onda do espectro. A Figura 2.1 apresenta as faixas de 

comprimentos de onda úteis em algumas técnicas de espectroscopia. 

Os fenômenos de interação ocorrentes nas espectroscopias infravermelho 

e Raman, utilizadas neste trabalho, são absorção e espalhamento, 
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respectivamente. Entretanto, apesar de se basearem em fenômenos diferentes, 

os espectros obtidos apresentam mesma faixa de comprimento de onda e essas 

duas técnicas são, assim, classificadas em uma mesma categoria referida como 

espectroscopia vibracional: os espectros produzidos servem para identificar 

movimentos vibracionais das moléculas (Ferraro e Nakamoto, 1994; Schrader, 

1995). 

1 

Comprimento de onda (nm) 

10 1cf 103 1cf Hf 

raio-x UV visível infravermelho microondas 

Eletrônica Vibracional Rotacional Nuclear Tipos de transição 

Espectroscopia de 
Absorção 
Eletrônica 

Espectroscopia Ressonância 
infravermelho e Nuclear magnética 

Raman 
Técnicas 

Figura 2.1 - Regiões de comprimentos de onda do espectro eletromagnético e 

algumas técnicas relacionadas (Freifelder, 1982). 

Algumas moléculas são ativas em ambos os métodos, mas existem 

algumas que são ativas apenas em infravermelho e outras apenas em Raman, e 

assim, essas duas técnicas são ditas complementares entre si. De acordo com a 

mecânica quãntica uma vibração é ativa no espectro de absorção no 

infravermelho quando durante a vibração ocorre uma mudança no momento 

dipolar da molécula, e é ativa no espectro Raman quando durante a vibração 

ocorre uma mudança na polarizabilidade da molécula (Schrader, 1995). A 

polarizabilidade é a susceptibilidade da molécula sofrer distorção quando 

submetida a um campo elétrico, de modo que os núcleos são atraídos pelo pólo 

negativo e os elétrons são atraídos pelo pólo positivo. Essa distorção causa um 

momento dipolo P, dada pela relação: 
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P=aE (2.14) 

sendo a a polarizabilidade da molécula e E o campo elétrico. 

2.4. 1 Espectroscopia de absorção no infravermelho 

Quando a luz de determinado comprimento de onda incide sobre uma 

molécula e é absorvida pela mesma, a molécula passa a se apresentar no estado 

excitado, isto é, alguns de seus elétrons passam a ocupar um nível mais elevado 

de energia. Os principais níveis de energia de uma molécula são conhecidos 

como níveis eletrônicos, que representam transições eletrônicas, e são 

representados através de diagramas de níveis energéticos referidos como 1° nível 

energético E1, 2° nível energético E2, 3° nível energético E3, e assim por diante. 

Dentro de cada nível eletrônico há subdivisões que são conhecidos como níveis 

vibracionais que correspondem aos níveis de energia relacionados aos 

movimentos de vibração das moléculas decorrentes, por exemplo, dos 

movimentos de ligações covalentes. Além dos níveis vibracionais há subdivisões 

menores ainda conhecidos como níveis rotacionais, estes, no entanto são de 

pouca importância na espectroscopia de absorção (Freifelder, 1982; Chang, 

1971). 

A luz de um determinado comprimento de onda é passível de ser 

absorvida por uma molécula, quando a energia dessa radiação se iguala à 

diferença entre dois níveis energéticos da molécula. 

Para grande parte das moléculas, os comprimentos de onda cuja energia 

corresponde às transições eletrônicas encontram-se na faixa da luz UV-visível e 

as transições entre estados vibracionais decorrem de absorção de luz na faixa do 

infravermelho (Brame e Grasseli, 1977; Freifelder, 1982). 

O mecanismo da espectroscopia no infravermelho é fundamentalmente 

semelhante à espectroscopia no W-visível por ambas basearem-se no mesmo 

fenômeno, a absorção de luz. Estas duas técnicas se distinguem entre si por 

estarem relacionadas à absorção de luz de diferentes freqüências ou 
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comprimentos de onda e, conseqüentemente, possibilitam a identificação de 

diferentes grupos químicos. Independente do comprimento de onda e do tipo de 

transição envolvida, a intensidade de absorção é governada pela lei de Lambert

Beer dada pela Equação 2.15: 

I= la e ..:Cd (2.15) 

onde la e I são as intensidades da luz incidente e transmitida, respectivamente, E o 

coeficiente de absorção molecular, e C e d, a concentração da amostra e a 

distância do caminho óptico, respectivamente. Na espectroscopia de infravermelho 

é usual expressarmos as intensidades de absorção em termos de porcentagem de 

transmitãncia T (%): 

T (%) = _I_ 100 
lo (2.16) 

Para análises quantitativas, a probabilidade de absorção, ou ainda 

absorbãncia (Equação 2.17) é preferencialmente utilizada: 

I 
A=log10 (-)= -edC 

lo (2.17) 

O espectro infravermelho é caracterizado pela intensidade de absorção 

em função de números de onda ;:;- também conhecido por freqüência (inverso do 

comprimento de onda) expressa em unidades de cm-1
. A preferência por 

diferentes unidades de expressão está relacionada com o tipo de espectroscopia 

utilizada. Nas regiões visível e UV, por exemplo, utiliza-se comprimento de onda A. 

expressa em unidades de nm. Na região das microondas utiliza-se freqüência v 

em unidades de Hertz. 

Na espectroscopia infravermelho há ainda subclasses, de acordo com a 

faixa de freqüência do espectro. O termo genérico, espectro infravermelho, refere

se à região do infravermelho médio, "Mid-IR", que corresponde à faixa de 4000 

cm-1 (2,5 f.lm) a 400 cm-1 (25 11m). Entretanto, são também parte do espectro 

infravermelho as regiões conhecidas como infravermelho próximo, "Near-IR" e 
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infravermelho distante, "F ar-IR", que correspondem, respectivamente, às faixas de 

15.000 cm·1 (0,67 1-1m) a 3.000 cm·1 (3,33 J.tm) e 600 cm·1 (16,67 1-1m) a 10 cm·1 

(1000 1-1m) (Ewig, 1990). 

A espectroscopia infravermelho é considerada atualmente uma das 

técnicas mais versáteis e flexíveis dentre as espectroscopias moleculares, 

podendo ser aplicada para uma diversidade de materiais orgânicos, inorgânicos e 

de origem biológica, permitindo ainda a análise de produtos nos estados sólido, 

líquido ou gasoso. Esta análise de materiais em diferentes estados é realizada 

através de acessórios desenvolvidos especificamente para diversos tipos de 

aplicação. 

O desenvolvimento desses acessórios, a partir da década de 80, 

juntamente com a introdução dos espectrofotômetros baseados na transformada 

de Fourier (FT), na década de 70, foram responsáveis pelo ressurgimento da 

espectroscopia infravermelho como um instrumento de grande aplicabilidade e 

potencial. 

Os espectrofotõrnetros FT se diferenciam dos antigos instrumentos 

dispersivos pelo fato do sistema óptico (espectrôrnetro) se basear em um 

interferômetro ao invés de um monocromador. O sistema óptico é o principal 

componente de um espectrofotõmetro que é também constituído peta fonte de 

radiação, o detector, o compartimento de amostras, os componentes eletrônicos e 

o sistema de tratamento de dados. 

O sistema óptico é responsável pela separação da radiação em 

comprimentos de onda distintos. Nos instrumentos dispersivos essa separação é 

realizada através de filtros ou grades conhecidos como monocromadores 

enquanto que nos instrumentos FT ela é feita através de um interferômetro. 

O principal componete de um interferõmetro é o modulador onde é gerado 

o interferograma, que é basicamente o sinal gerado durante a obtenção de um 

espectro. O interferograma contém toda a informação necessária na geração do 

espectro, e para isso ele é processado através de um tratamento matemático 

incluindo a transformada de Fourier. A grande vantagem do sistema óptico 

baseado no interferôrnetro é a velocidade de obtenção do espectros que permitem 
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por exemplo a obtenção de um espectro através de 100 varreduras em pouco 

mais de um minuto. 

Outros fatores que contribuíram no melhor desempenho desses 

intrumentos é a maior capacidade computacional que permite a manipulação dos 

espectros através de tratamentos como a derivatização, normalização, alisamento 

dos espectros, alinhamento da linha base, subtração de espectros, entre outros. 

Em contraste com os antigos intrumentos, os sistemas ópticos atuais possuem um 

menor número de reflexões e menor caminho óptico, contribuindo para maior 

estabilidade do sistema e menor contato da radiação com o vapor d'água e C02 

presentes no ar. 

2.4.2 Espectroscopia de infravermelho com refletância total atenuada - ATR 

("Atennuated Total Reflectance") 

Uma dificuldade da espectroscopia infravermelho tradicional era a 

limitação na análise de amostras em solução aquosa devido ao alto coeficiente de 

absorção de luz infravermelho pela água, impossibilitando visualização de bandas 

do soluto. Para amenizar o problema, uma prática tradicionalmente utilizada é o 

uso de soluções deuteradas que apresentam menor coeficiente de absorção 

(Freifelder, 1982; Chang, 1971) ou ainda a subtração digital dos espectros que 

permite diferenciar o espectro do solvente e do soluto. Essa subtração pode se 

qualitativamente satisfatória mas não é um método ideal para análises 

quantitativas. 

Além desses métodos tradicionais, uma outra alternativa mais recente é a 

utilização da técnica de refletãncia total atenuada - ATR ("Attenuated Total 

Reflectance"). A obtenção de espectros através dessa técnica difere do modo de 

obtenção de espectros infravermelho convencionais pelo uso de um elemento de 

refletância interna ou elemento ATR posicionado entre a radiação e a amostra 

(Figura 2.2). 
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Figura 2.2. Diagrama esquemático da refletância total interna na técnica ATR-

FTIR. 

O elemento ATR é composto de um material com alto índice de refração, 

tal como seleneto de zinco, iodeto de talio-brometo, germânia, entre outros. A 

radiação é direcionada ao elemento ATR com determinado ângulo de incidência e 
de modo a favorecer a refletância total da luz através do mesmo. Para que haja 

refletância interna, o índice de refração do elemento T]ATR deve ser maior que o da 

amostra TJamostra e o ângulo de incidência e deve ser maior que o ângulo crítico, que 

é definido como sen -1 (TJamostraf T]ATR). 

A radiação é refletida através do elemento ATR atingindo a interface entre 

o elemento e a amostra em cada ponto de reflexão, sendo a seguir direcionado 

para o detector. O número de reflexões varia de acordo com as dimensões e 

formato do acessório. Apesar da suposta reflexão total na interface, a luz libera 

uma radiação em cada ponto de reflexão que penetra uma pequena distância na 

amostra. 

Essa radiação é denominada onda evanescente e sua profundidade de 

penetração na amostra é da ordem de alguns micrometros. Um composto é capaz 

de absorver a radiação a partir da onda evanescente em determinados 

comprimentos de onda. Caso ocorra a absorção, a radiação direcionada ao 

detector é atenuada nos comprimentos de onda absorvidos gerando as bandas no 

espectro da amostra. 
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Como a profundidade de penetração nesta técnica é pequena minimiza-se 

a intensidade de absorção de fortes absorvedores como por exemplo a água. De 

acordo com a lei de Lambert-Beer, Equação 2.15, a absorbância é proporcional à 

concentração e ao caminho óptico, que na técnica ATR, é definido como o produto 

do número de pontos de reflexão, N, em contato com a amostra e a profundidade 

de penetração dp calculado através da Equação 2.18: 

(2.18) 

onde Ãc é o comprimento de onda da radiação, e é o ângulo de incidência e TJamostra 

e TJATR são, respectivamente, os índices de refração da amostra e do elemento 

ATR. 

O valor de dp é geralmente muito pequeno e as diferenças apresentadas 

por diferentes amostras, em um mesmo comprimento de onda, é insignificante. 

Assim, o produto "N. dp • pode ser considerado virtualmente constante para cada 

comprimento de onda, não afetando assim o caminho óptico efetivo. De maneira 

geral, o comprimento de onda é o fator determinante da profundidade de 

penetração para determinado elemento ATR. Por exemplo, para um elemento de 

Ge com ângulo de 45°, a profundidade de penetração pode variar de 0,2 11m a 1 

11m variando-se o comprimento de onda de 3333 cm·1 a 833 cm·1 e, para um 

elemento de ZnSe com ângulo de incidência de 45°, pode variar de 0,5 11m a 4 

11m, na mesma faixa de comprimento de onda (Coleman, 1993). 

A configuração do elemento ATR é bastante variável, havendo atualmente 

a disponibilidade de diferentes acessórios como placas horizontais para análise de 

filmes poliméricos, células cilindrícas (CIRCLE cell - "Cylindrical Internai 

Reflectance for Liquid Evaluation cell" ) para análise de soluções, ou ainda sondas 

de imersão que permitem a análise de sólidos assim como líquidos. Os elementos 

em forma de placa horizontal e célula cillndrica são normalmente posicionados no 

compartimento de amostras do espectrofotômetro. A sonda de imersão possui 
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elementos ópticos e sistema para direcionamento do feixe de luz do equipamento 

até a extremidade da sonda e desta para o detector. 

2.4.3 Espectroscopia Raman 

Quando um grupo de moléculas é iluminado por uma luz monocromática, 

cujo comprimento de onda não permite sua absorção, a maior parte da luz 

incidente é transmitida diretamente através da amostra e outra parte é espalhada. 

Maior parte deste espalhamento é elástico, isto é sem perda de energia sendo que 

a freqüência da luz espalhada v é a mesma da luz incidente vo. Esse tipo de 

espalhamento é conhecido como espalhamento Rayleigh (Ferraro e Nakamoto, 

1994). 

Ainda que com uma menor ocorrência, outra parte do espalhamento é 

inelástico, sofrendo ganho ou perda de energia, sendo referido como 

espalhamento Raman. Nesse fenômeno, o ganho ou perda de energia pela luz 

incidente ocorre devido à transições vibracionais da molécula durante interação 

com a luz e, assim, a freqüência da luz espalhada v é sempre acrescida ou 

diminuída pela freqüência vibracional da molécula, vm: v= v0 + vm. 

Caso a luz sofra perda de energia, isto é, um fóton da luz incidente é 

transferido para a molécula, o espalhamento é do tipo Stokes. Caso ocorra o 

processo inverso, isto é, a molécula transfere energia vibracional para o fóton 

incidente, o espalhamento é do tipo anti-Stokes. Este processo inverso é muito 

pouco provável de ocorrer, e o sinal espectral resultante de um ganho de energia 

é tão fraco que não é usualmente detectado. 

Assim, pode-se dizer que o espectro Raman é decorrente da diminuição 

na freqüência da luz incidente, vo- vm (Freifelder, 1982). 

Independente da freqüência de luz incidente, a informação obtida na 

espectroscopia Raman se dá em termos de freqüências vibracionais, como na 

espectroscopia por infravermelho, tomando-as complementares entre si (Brame e 

Grosseli, 1977). Em um espectro Raman as linhas espectrais são fornecidas em 

função de freqüências denominadas "Raman shift" que são expressas em em -1
. 
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A Figura 2.3 é uma representação esquemática ilustrando os mecanismos 

de interação da luz nas espectroscopias infravermelho e Raman. Na 

espectroscopia infravermelho, o feixe de luz 10 de determinada frequência vo é 

irradiada sobre a amostra, sendo parcialmente absorvida, de modo que a luz 

transmitida chega ao detector com uma intensidade I diferente da inicial, 

entretanto com mesma frequência v0. Na espectroscopia Raman uma luz de 

frequência vo é irradiada sobre uma amostra decorrendo em dois tipos de 

espalhamento: o espalhamento elástico (Rayleigh) onde a luz espalhada tem a 

mesma frequência vo da luz incidente, e o espalhamento inelástico (Raman) onde 

a luz espalhada tem frequência igual à frequência da luz incidente v0 mais a 

frequência vibracional da molécula vm. 

Infravermelho 

Raman 

10 (v) EJ l(v) 

Vo ~1 Amostra : v0 ::!: vm (espalhamento Raman) 

v0 (espalhamento Rayleigh) 

Figura 2.3. Mecanismos das espectroscopias Raman e infravermelho. 

Apesar do potencial, a espectroscopia Raman não é tradicionalmente 

utilizada como a espectroscopia infravermelho pois, por muitos anos, foi 

considerada um método de baixa detecção. Do total de fótons incidentes, apenas 

1 em 108 exibe espalhamento inelástico (Ewing, 1990) e, conseqüentemente, as 

intensidades dos espectros são similarmente baixos havendo dificuldades na 

detecção. Para uma boa sensibilidade na detecção das linhas espectrais é 
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preciso uma fonte de iluminação bastante intensa como fontes de laser, que são 

atualmente utilizados. 

Assim, o desenvolvimento da espectroscopia Raman foi impulsionada 

notavelmente com o advento das fontes de laser, na década de 60, e somente a 

partir de então, é que ela se estabeleceu como uma técnica de maior 

aplicabilidade em diversas áreas de estudo. As fontes de laser mais comuns tem 

sido Hélio-Neônio, Argônio, Kriptônio e, mais recentemente, fontes de Nd-YAG 

("Neodymium doped Yttrium-Aiuminum Gamet"). O laser He-Ne apresenta 

relativo baixo custo, e assim, é um dos mais utilizados, embora em alguns casos 

as fonte de Argônio e Kriptônio com maior potência sejam mais adequadas. A 

adequabilidade de um ou outro laser depende das características da amostra. Por 

exemplo, as fontes de Kriptônio e Nd-YAG com comprimento de onda na região 

do infravermelho, são preferíveis quando se quer evitar efeitos de fluorescência 

(lserna, 1996). Muitos compostos fluorescem quando incididos por luz na faixa do 

visível e, devido a baixa ocorrência do espalhamento Raman, as bandas do seu 

espectro podem ser obscurecidas pela fluorescência. A aplicação de uma fonte 

na faixa do infravermelho diminui os limites de detecção, mas a perda é 

compensada pela diminuição da fluorescência. 

Além da fonte de luz, o espectrofotômetro é composto basicamente por 

um monocromador, um detector, um conjunto de componentes eletrônicos e um 

sistema de tratamento dos sinais espectrais. Uma vez que a luz incide sobre a 

amostra, a luz espalhada é captada por uma lente sendo então facada e 

direcionada para o monocromador que, então, separa a luz em comprimentos de 

onda ou frequências distintas. Alguns equipamentos possuem monocromadores 

simples, embora os atuais instrumentos possuam um monocromador duplo ou 

triplo. 

Quanto ao detector, este pode ser simples ou com mufticanais. O detector 

do tipo simples é constituído por um tubo fotomultiplicador que apresenta a 

vantagem de ser bastante estável e robusto, com possibilidade de operar com 

sistemas que exibem afta fluorescência e também para medidas em baixas 

frequências (menor que 30 cm-1
). A desvantagem desse sistema é a estreita faixa 
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do sinal detectado em cada varredura (tipicamente de 1 cm-1
) fazendo com que a 

obtenção de toda a faixa do espectro seja lenta (cerca de 20 min). Dessa forma, o 

detector com multicanais é preferencialmente utilizado nos atuais intrumentos. 

Este tipo de detector é constituído por uma série de fotodiodos (tipicamente 512 

ou 1024), cada um encarregado de detectar uma diferente faixa do espectro 

durante uma única varredura permitindo que o espectro seja obtido mais 

rapidamente (cerca de 2 min). Um cuidado adicional com este tipo de detector é 

que com o passar do tempo, os diferentes elementos podem apresentar diferentes 

respostas afetanto a detecção do espectro (Ewig, 1990). 

O tratamento dos dados é realizado de maneira similar aos espectros 

infravermelho e, em alguns casos, algumas operações como a normalização, 

derivatização, subtração e calibração dos espectros podem ser realizadas em 

programas computacionais interfaciados à espectrofotômetros de infravermelho. 

Como na espectroscopia infravermelho, a análise de diferentes tipos de 

materiais é possível através da espectroscopia Raman que é possibilitada através 

do uso de diferentes acessórios. Uma das grandes vantagens da espectroscopia 

Raman é a possibilidade de se posicionar a amostra em recipientes de vidro, uma 

vez que estes são virtualmente transparentes à radiação na faixa do visível, ou 

apresentam sinais em uma região diferente daquelas regiões onde a maioria dos 

compostos de interesse apresentam suas bandas de espalhamento Raman. 

Outra grande vantagem é a possibilidade de se focar o laser sobre amostras de 

dimensões da ordem de até 1 J.Lm através da utilização de lentes objetivas. Essa 

possibilidade tem permitido a aplicação da espectroscopia Raman no campo da 

microanálise, essencial em alguns setores, como exemplo os sistemas biológicos. 

No entanto, a maior revolução da espectroscopia Raman foi, 

provavelmente, o desenvolvimento da sonda de fibra óptica que permite a 

aquisição de dados de modo remoto. A sonda de fibra óptica é constituída por um 

conjunto de fibras ópticas pelas quais o feixe de radiação é transportado a partir 

do equipamento até a amostra e desta para o detector. Nesse sistema o 

espalhamento é coletado a um ângulo de 180°, conhecido como "backscattering". 
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A distância da amostra e do equipamento é limitada pelo comprimento dos cabos 

de fibra óptica que podem ter comprimentos da ordem de até 1 Km (Ewig, 1990). 

Considerando os recentes e contínuos avanços desta técnica, considera

se que há atualmente grandes vantagens em se utilizar simultaneamente ambas 

as técnicas, infravermelho e Raman, para caracterização e identificação de 

compostos. 

2.5 QUIMIOMETRIA APLICADA À ESPECTROSCOPIA 

A quimiometria é uma disciplina que usa métodos matemáticos para 

planejar procedimentos ótimos de medidas e experimentos e selecionar as 

variáveis que forneçam o máximo de informações relevantes quantitativa ou 

qualitativamente. Dentre as finalidades quantitativas da quimiometria se 

encontram os métodos de calibração multivariada. Tais métodos constituem um 

campo de estudo à parte, sendo que a espectroscopia foi uma das técnicas que 

mais se beneficiaram destes métodos (Geladi e Kolwaski, 1986; Thomas, 1994). 

Neste texto é feita uma abordagem à calibração multivariada de forma 

superficial com o propósito de apenas situar o leitor quanto a sua aplicação nesse 

trabalho. Para maiores detalhes sobre a calibração multivariada, métodos 

diversos de regressão multivariada são discutidos em textos de quimiometria 

como os apresentados por Adams (1995); Massart (1988) e Kenneth (1998). Um 

tutorial simplificado é ainda apresentado por Ferreira et a/. (1999) e discussões 

específicas sobre a calibração PLS, utilizada neste trabalho, são apresentados por 

Geladi e Kowaski, 1986 e Thomas (1994). 

Na quantificação espectroscópica através de modelos de calibração 

convencionais relaciona-se a concentração de um determinado analito "C" com 

uma variável do espectro tal como "Abs 1.." (intensidade de absorção de luz num 

dado comprimento de onda), "Lpico" (altura de determinado pico do espectro) ou 

ainda "Ap;CtJ" (área de determinado pico do espectro). Por envolverem uma única 

variável do espectro, esses modelos podem ser precisos na quantificação de um 

componente em soluções puras em condições estáveis, entretanto podem ser 
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afetados na presença de interferentes tais como temperatura, impureza, entre 

outros, conhecidos por influenciarem a intensidade assim como a localização de 

determinadas bandas espectrais. Na calibração multivariada, a concentração de 

um ou mais analitos em uma mesma solução são relacionados com todo o 

conjunto de variáveis contidas nos espectros. Desse modo é possível a predição 

simultânea de dois ou mais solutos presentes em uma solução, assim como a 

identificação de interferentes e de problemas eventuais com a linha de base. 

Dentre os principais métodos de calibração multivariada - como o MLS 

("Multiple Linear Regression"), PCR ("Principal Component Regression") e PLS 

("Partial Least Squares"), cada um baseando-se em diferentes tratamentos 

matemáticos - o modelo PLS, utilizado neste trabalho, tem sido preferido no 

campo da espectroscopia devido à sua maior simplicidade e também por ser mais 

robusto, com boa estabilidade dos parâmetros do modelo com a introdução de 

novas amostras. 

Na calibração multivariada os espectros são organizados em uma matriz X 

(n x m), de variáveis independentes, 

[

x" x1z 
X= x_zi Xn 

xnl xn2 

onde as linhas representam as amostras e as colunas representam as variáveis, 

no caso, os comprimentos de onda. Da mesma forma, o conjunto de dados 

contendo as concentrações das amostras é organizado em uma matriz Y, caso 

haja mais de um soluto, ou por um vetor y, caso haja apenas um soluto a ser 

monitorado. 

Uma vez que os dados se encontram organizados, dá-se início ao 

processo de calibração no qual se faz inicialmente um tratamento ou 

preprocessamento dos dados tais como centralização ou autoescalamento. Na 

centralização, calcula-se a média das intensidades para cada comprimento de 
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onda, a qual é subtraída de cada intensidade no respectivo comprimento de onda. 

Dessa forma diz-se que os dados foram centralizados na média. No 

autoescalamento, procedimento mais utilizado quando as variáveis apresentam 

diferentes unidades, os dados centralizados são divididos pelo respectivo desvio 

padrão. Dados espectroscópicos na grande maioria são centralizados na média. 

Esses processamentos são realizados através de programas computacionais 

como o MATLAB e, atualmente, são disponíveis em programas desenvolvidos 

especialmente para tratamento de dados espectroscópicos. 

Após o preprocessamento dos dados, a matriz é manipulada através da 

Análise de Componentes Principais (PCA - "Principal Component Analysis"), que 

consiste de análise conjunta dos dados visando correlacionar o maior número 

possível de variáveis, resultando em um número reduzido de dados. Um novo 

sistema de eixos é gerado para representar as amostras, sendo esses eixos 

denominados de fatores, componentes principais ou variáveis latentes. A 

obtenção desses eixos é representada na Figura 2.4, onde através da covariãncia 

de dados originais em um plano tridimensional X,Y e Z são gerados dois eixos 

PC1 e PC2 ortogonais que passam a representar os dados em um plano 

bidimensional. Apresenta-se aqui um sistema tridimensional, mas em um caso 

real, digamos, em um conjunto de dados espectrais, o sistema apresentaria tantas 

dimensões quanto fossem os comprimentos de onda da faixa espectral. 

O conjunto de eixos gerados, referidos como componentes principais, PC1, 

PC2, PC3 e assim por diante, são apresentados em ordem de maior relevância no 

modelo, isto é, que descrevem a maior variação dos dados. Por exemplo, o PC1 

correlaciona as variáveis originais (comprimentos de onda), que melhor 

descrevem a variãncia das concentração das amostras. As novas coordenadas 

das amostras, no novo sistema de eixos das componentes principais, são 

denominadas de "scores". Cada componente principal é construído pela 

combinação linear das variáveis originais, sendo que os coeficientes dessa 

combinação linear são denominados de "loadings". 
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Figura 2.4. Representação gráfica da regressão de componentes principais 

gerando vetores de covariância. 

Feita a análise de PCA, prossegue-se com o processo de calibração 

selecionando-se o número de fatores (número de componetes principais ou 

número de variáveis latentes) que serão empregados na construção do modelo. 

Para a determinação das componentes principais empregados na modelagem, 

existem diferentes métodos, sendo a validação cruzada um dos métodos mais 

utilizados devido sua praticidade. 

A validação cruzada consiste em remover uma amostra do conjunto de 

calibração, construindo um novo modelo temporário sem essa amostra. A seguir, 

o novo modelo é aplicado para prever a concentração da amostra removida, 

calculando-se o erro de predição dessa amostra. O processo é repetido para cada 

amostra do conjunto de calibração, calculando-se no final o valor de PRESS 

("Predicted Residual Error Sum of Squares") que é a soma dos quadrados dos 

erros de predição de cada amostra. Ao final, é obtido um gráfico onde são 

apresentados os valores de PRESS em função das componentes principais. 

Através desse gráfico, o número de fatores ou componetes principais será definido 

como o valor correspondente ao menor valor de PRESS ou o valor a partir do qual 
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um acréscimo no número de fatores não modifica o valor de PRESS. A seleção 

do número mínimo de fatores garante a eliminação de informações relacionadas à 

ruídos e interferências. A validação cruzada serve também para a avalição do 

modelo gerado, através dos erros de predição calculados durante o procedimento. 

2.6 APROTININA: PROPRIEDADES GERAIS E CRISTALIZAÇÃO 

A aprotinina, ou "Bovine Pancreatic Trypsin lnhibitor" (BPTI) é uma 

proteína de 58 resíduos de aminoácidos, com massa molecular de 6,5 kDa e 

ponto isoelétrico de 10,5. Sua molécula é bastante compacta (29 x 19 x 19 A) 

devido à existência de três ligações de dissulfeto que também propiciam 

estabilidade a extremos de pH (de 2 a 12) e temperatura (de 4 a 80 °C} (Kassel, 

1970). 

A aprotinina tem sido utilizada em estudos sobre interações proteína

proteína e na proteção de proteínas recombinantes da ação de proteases (Norris 

et ai., 1990; Tscheche et a/., 1987). Como fármaco, tem sido indicada no 

tratamento de choque hemorrágico-traumático em cirurgias cardíacas e de grande 

porte (Baufreton et ai. , 1996 ; Carrera et a/., 1993; Quereshi et a/., 1992). 

A aprotinina está presente no fígado, pulmão e pâncreas bovinos e é 

também expressa em sistemas recombinantes (Barthel e Kula, 1995; Zhong et ai., 

1999; Azzoni et a/., 2002). 

Na recuperação e purificação desta molécula, diferentes métodos têm sido 

explorados, entre eles, cromatografia de troca iônica e HPLC de fase reversa 

(Norris et a/., 1990; Zurek et a/., 1996), cromatografia de afinidade através da 

adsorção em enzimas imobilizadas (Kassel, 1970; Fiorucci, 1995; Barthel e Kula, 

1995; Azzoni e Miranda, 1999) e cromatografia de adorção em íons metálicos 

imobilizados (Genaro et a/., 2002; Tamagawa et ai., 1999). 

A literatura não descreve processos de RPB de aprotinina baseados em 

cristalização. A cristalização de aprotinina é citada na literatura mas, em grande 

parte, como instrumento de estudos visando caracterização molecular e seu 
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comportamento em solução (Kunitz e Northrop, 1935; Walter e Huber, 1983; 

Wlodawer et ai., 1984; Wlodawer et ai., 1987; Berndt et a/., 1992). 

Alguns estudos sobre as condições de cristalização de aprotinina foram 

realizados por Lafont et a/. (1994, 1997) e Veesler et ai. {1996). Lafont et a/. 

(1994) estudaram a solubilidade de aprotinina na presença de NaCI e verificaram 

que esta é menor quanto mais altas a temperatura e a força iônica, sendo o efeito 

da temperatura mais pronunciado em força iônica baixa. Lafont et ai. (1997) 

estudaram a solubilidade de aprotinina em soluções de (NH4)zS04 e KSCN em 

diferentes temperaturas. 

Em ambos os casos, a solubilidade de aprotinina foi baixa na presença de 

forças iônicas altas, comportamento este, semelhante ao observado nas soluções 

contendo NaCI. Em relação à temperatura, a solubilidade foi maior com o 

aumento de temperatura para as soluções contendo KSCN, comportamento este, 

oposto ao apresentado pelas soluções de NaCI e (NH4)2S04. Veesler et a/. (1996) 

determinaram velocidades de crescimento dos cristais hexagonais de aprotinina 

em soluções de NaCI que foram de 15,8 a 37,8 f.lm/dia. 

2.7 LISOZIMA: PROPRIEDADES GERAIS E CRISTALIZAÇÃO 

A lisozima é uma proteína com massa molecular de 14,4 kDa e ponto 

isoelétrico de 11 ,5, encontrada principalmente em ovos de aves e também 

presente na lágrima, secreção nasal, saliva, baço e leucócitos. A lísozima tem 

sido considerada por décadas a proteína modelo em estudos de cristalização de 

proteínas, sendo extensamente explorada em diversos estudos. 

A facilidade de lísozima gerar cristais a partir de soluções é certamente a 

principal razão desta proteína ser mais explorada em estudos de cristalização. 

Além disso, atualmente, o maior volume de dados sobre a cristalização de 

lisozima em relação a outras proteínas estimula sua escolha como modelo 

contribuindo para que essa posição seja mantida. Entretanto, a 

representatividade de lisozima como modelo é atualmente questionada, visto que 

resultados obtidos com essa molécula não se aplicam à cristalização de outras 
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proteínas, sendo que estas, em grande parte apresentam maiores dificuldades 

(Chayen e Saridakis, 2001 ). 

Apesar da lisozima ser utilizada como modelo, algumas observações 

sobre sua cristalização realizadas por diferentes autores tem sido contraditórias 

mostrando que apesar da relativa facilidade de cristalizar, os fenômenos 

envolvidos não são ainda bem compreendidos. Ao passo que alguns autores 

sugerem o crescimento do cristal a partir de unidades moleculares (Durbin e 

Feher, 1986; Rosenberger et ai., 1996), outros autores contestam essa informação 

alegando que as unidades de crescimento são agregados moleculares (Wilson e 

Pusey, 1992; Grimbergen et a/., 1999; Price et a/.,2001. 

Ataka e Tanaka (1986) relataram que, na cristalização de lisozima, um 

aumento da supersaturação não necessariamente resulta no aumento da 

nucleação, como sugere a teoria da nucleação (Boistelle e Astier, 1988). 

Entretanto, Judge et a/. (1999), assim como Riês-Kautt e Ducruix (1992), afirmam 

que quanto maiores a supersaturação e a temperatura, maior a nucleação de 

lisozima, como previsto pela teoria. 

Fiddis et a/. (1979); Kam et a/. (1978); e Pusey e Naumann (1986) 

também se deparam com observações contraditórias. Fiddis et a/. concluíram que 

a taxa de crescimento de cristais de lisozima é controlada pela nucleação na 

superfície, sendo limitada simplesmente pela cinética do fenômeno. Ao contrário, 

Kam et a/. (1978) afirmam que, não somente a cinética mas também, os efeitos de 

transporte devem ser igualmente considerados. Pusey e Naurnan concluíram que 

o crescimento de cristais de lisozirna é governada pela cinética de superfície e 

depende do quadrado da supersaturação local. 

O estudo da cristalização de lisozima baseando-se em modelos de 

crescimento cristalino estabelecidos para moléculas convencionais foi realizado 

por Durbin e Feher (1986). Entretanto, não foi possível estabelecer um modelo 

que conseguisse ser aplicado para diferentes condições, levando-o assim a 

questionar a aplicação de modelos convencionais à cristalização de proteínas. 

A solubilidade de lisozima em função de temperatura, pH e da presença 

de diferentes sais, NaSCN, NaCI e NaN03, é apresentada por Howard et ai. 
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(1988); Ataka e Asai (1988); Guilloteau et ai. (1992) e Judge et ai. (1999). Estes 

estudos mostraram que a solubilidade e a cristalização de lisozima era afetada 

pela temperatura, pH e pela presença de sais liotrópicos de acordo a série de 

Hofmeister. Maiores números de cristais foram obtidos em altas temperaturas e 

pH na faixa de 4,0 a 5,2. 
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CAPÍTULO 3- MONITORAMENTO DE SUPERSATURAÇÃO ATRAVÉS DE 

ESPECTROSCOPIA ATR-FTIR 

No presente capítulo são apresentados os estudos realizados através da 

espectroscopia ATR-FTIR, visando o monitoramento e controle da supersaturação 

de lisozima. Estes estudos foram realizados utilizando-se dois diferentes 

acessórios: uma placa horizontal contendo elemento ATR de Ge e uma sonda de 

imersão contendo elemento ATR cônico de ZnSe. 

A utilização de lisozima nesses estudos deu-se pelo fato de ser uma 

molécula de relativo baixo custo, além de ser uma das moléculas mais utilizadas 

em estudos de cristalização. As condições do meio de cristalização de lisozima 

basearam-se em dados encontrados na literatura (Howard et a/., 1988) e 

consistiram de soluções acetato de sódio 50 mM a pH 4,5, contendo NaCI como 

agente redutor de solubilidade. A solubilidade de lisozima no presente estudo foi 

determinada em tubos Eppendorf de 1,5 ml, sendo os sobrenadantes analisados 

por medidas de absorbância a 280 nm. 

A utilização do acessório horizontal de Ge baseou-se em uma pequena 

célula de cristalização, com capacidade de 1 ,O ml de solução, tendo como fundo a 

superfície do elemento horizontal de Ge. Desse modo, com o meio de 

cristalização depositado sobre o elemento ATR, o processo era monitorado in situ. 

A obtenção e controle da supersaturação nesse reservatório era baseada na 

evaporação induzida por diferença de força iônica do meio em relação a uma 

solução salina circulante. 

Esse sistema apresentou sucesso na supersaturação da solução protéica 

por evaporação assim como no monitoramento do processo antecedendo a 

formação dos cristais. O monitoramento das soluções se baseu em um modelo de 

calibração PLS desenvolvido previamente, através do programa computacional 
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Quant-IR, Applied Systems, EUA. O problema no uso deste sistema foi que os 

cristais de lisozima interagiram com a superfíie de Ge interferindo nas medidas, 

inviabilizando o seu uso para esse meio específico de cristalização. Atenta-se 

para o fato de que a proteína da fase líquida não apresentou adsorção no 

elemento ATR. 

Além da célula de cristalização por difusão de vapor, com o problema de 

adsorção de cristais, foi avaliada a aplicabilidade da sonda de imersão no 

monitoramento de soluções protéicas. O modelo PLS desenvolvido apresentou 

boa precisão e aplicabilidade para diferentes temperaturas. 

O problema encontrado na utilização desse sistema de monitoramento foi 

a adsorção protéica (tendo-se testado lisozima e insulina suína) sobre a superfície 

do elemento ATR na sonda, interferindo nas medidas obtidas. 

3.1 METODOLOGIA 

3.1.1 Materiais e equipamentos 

Materiais: A lisozima de 99% de pureza, três vezes cristalizada, fornecida 

pela Sigma, EUA, foi utilizada nestes estudos sem tratamento adicional. Demais 

reagentes utilizados foram de pelo menos grau analítico. Para avaliação da 

adsorção protéica na sonda ATR utilizou-se tripsina suína fornecida pela Biobrás, 

Montes Claros, MG, Brasil. Todas as soluções foram preparadas em água 

purificada em equipamento Mili-Q (Millipore, EUA) e filtradas em filtros de acetato 

de celulose com tamanho de poros de 0,45 ~m. também da Milipore, EUA. As 

soluções foram filtradas em seringa de 3,0 ml acoplada a um suporte para filtros, 

com diâmetro de 25 mm. 

Equipamentos e acessórios: Na obtenção dos espectros ATR-IR foram 

utilizados: um espectrofômetro infravermelho modelo Protégé 460 da Nicolet 

lnstruments, EUA, uma sonda Dipper 210 contendo elemento ATR cônico de ZnSe 

da Axiom Analytical, EUA e um acessório contendo elemento ATR horizontal de 
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Ge da Spectra-Tech, EUA Na determinação de solubilidade de lisozima utilizou-se 

espectrofotômetro Hitachi, EUA e um banho termostático da Quimis Aparelhos 

Científicos, Brasil (precisão .±. 0,2 °C}. Para ajuste de pH utilizou-se pH-metro 

Coming, EUA 

3.1.2 Detenninação da solubilidade de lisozima 

Volumes de 1 ,5 ml de solução supersaturada de lisozima na presença de 

NaCI foram mantidos em repouso em tubos Eppendorf a 24°C, em banho 

termostático. As concentraçôes de proteína dessas soluções basearam-se nos 

dados de solubilidade de lisozima relatados por Howard et a/. (1988}: essas 

concentrações foram estabelecidas em valores significativamente maiores que as 

solubilidades, garantindo que as soluçôes estivessem supersaturadas. As 

concentrações de lisozima eram de 20 a 150 mg/ml e as concentrações de NaCI 

de 0,24 a 1,5 M. 

As soluções do ensaio foram preparadas a partir de diluições de soluções 

concentradas de NaCI e de lisozima, ambas preparadas em tampão acetato de 

sódio a pH 4,5, sendo este pH ajustado através da adição de NaOH no caso da 

solução salina e com adição de HCI no caso da solução protéica. Previamente ao 

ajuste, as soluções com alta concentração protéica apresentavam um pH em 

alguns décimos de unidades acima de 4,5 e as soluções com alta concentração de 

sal apresentavam um pH com alguns décimos de unidades abaixo desse valor. 

Para cada condição haviam vários tubos, que eram removidos do banho 

termostático ao longo do tempo, tendo o seu sobrenadante avaliado através de 

absorbância a 280 nm, aplicando o coeficiente de extinção A2BOnm de 2,32 ml.mg-1 

previamente determinado. Para a realização das medidas de absorbância, as 

soluções eram centrifugadas (2000 g, 5 min} e devidamente diluídas. Esse 

procedimento era repetido para cada condição até que a concentração do 

sobrenadante fosse constante indicando o equilíbrio do processo na dada 

condição. 
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3.1.3 Desenvolvimento de sistema para cristalização por difusão de vapor 

com monitoramento por ATR-FTIR 

Foi construído um sistema para cristalização adaptado a um acessório 

ATR, visando o monitoramento in situ de pequenos volumes, da ordem de 1 ,O ml 

(Figura 3.1 }. O acessório ATR utilizado foi um elemento horizontal de germânio 

suportado em uma placa de alumínio (peça A}. O sistema construído consistiu de 

duas peças em acriHco (peças 8 e C}. 

Compartimento para 
solução protéca 

A 

Figura 3.1. Elemento ATR composto por cristal de Ge (peça A) e célula de 

cristalização composto pelo compartimento para solução de proteína (peça 8) e 

célula de fluxo de solução salina (peça C). 
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A peça B, uma placa horizontal com uma cavidade central vazada, era 

anexada ao acessório ATR através de quatro parafusos, criando-se assim um 

pequeno reservatório sobre o cristal de Ge. Desse modo, uma solução no interior 

desse reservatório poderia ser monitorada através da radiação proveniente do 

cristal de ATR quando o sistema era adaptado ao espectrofotômetro. 

Uma vez que a solução de proteína a ser cristalizada era acomodada no 

reservatório sobre o elemento ATR, adaptava-se então a parte C que era uma 

célula de fluxo composta de canais de entrada e saída por onde era possível 

circular uma solução salina à uma vazão específica. A célula de fluxo era provida 

de parafusos para sua fixação à primeira peça. Anéis de borracha de vedação 

foram utilizados entre cada uma das peças. 

Uma vez adaptada ao sistema, a célula de fluxo se encontrava em contato 

com o reservatório de solução protéica, sendo que no centro da mesmo havia uma 

abertura conectando-a com o reservatório inferior. A borda da abertura foi 

delimitada com uma fina parede para evitar que a solução salina derramasse no 

reservatório de solução protéica. Assim, ao fazer circular uma solução com alta 

concentração salina na célula de fluxo, criava-se uma diferença de pressão de 

vapor entre a solução salina e a solução de proteína. 

Na Figura 3.2 tem-se a representação esquemática do sistema montado. 

Na busca de equilíbrio entre as soluções, ocorria a evaporação de água da 

solução protéica para a solução salina através da abertura, mimetizando a 

cristalização em gota suspensa, método tipicamente utilizado na área de 

cristalografia de proteínas, discutido em detalhe no próximo capítulo- ítem 4.1.2. 

3.1.4 Obtenção e calibração dos espetros a partir da célula de Ge 

Os espectros ATR-FTIR de lisozima foram obtidos através de 72 

varreduras e resolução de 8 cm-1
. No início do procedimento coletava-se o 

"background" que consistia do espectro a partir do elemento ATR, o qual era 

subtraído automaticamente dos espectros das soluções de interesse. 
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...----------- Entrada e saída de 
solução salina 

__.,. Acessório ATR 

Feixe de radiação 

Figura 3.2. Desenho esquemático do modo de operação da célula ATR de 

cristalização por difusão de vapor. 

Para a construção do modelo de calibração, preparou-se soluções padrão 

com concentrações 1 O a 270 mg/ml de lisozima em tampão acetato de sódio 50 

mM a pH 4,5. Volumes de 1 ,O ml de cada solução padrão eram depositados no 

reservatório sobre o elemento de Ge e com o sistema adaptado ao 

espectrofotômetro, eram obtidos os espectros das soluções. As soluções eram 

depositadas e removidas com o uso de uma pipeta automática. Este 

procedimento foi realizado à temperatura ambiente (cerca de 24°C). 

Para obtenção dos espectros a partir dos padrões, não foi necessário 

acoplar a célula de fluxo para solução salina, e assim, utilizou-se apenas o 

reservatório sobre o elemento ATR (peças A e 8). Para evitar evaporação a partir 

da solução durante coleta dos espectros, o reservatório era coberto com uma 

lamínula de vidro que era selada sobre o mesmo através de uma película de graxa 

de silicone (Figura 3.3). Coletados os espectros das soluções padrão, estes 

foram então calibrados através do modelo PLS utilizando o software Quant-IR da 

Applied Systems, EUA. 
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Lamínula de vidro 

Feixe de radiação 

Figura 3.3. Representação esquemática do sistema de coleta de espectros ATR

FTIR de soluções padrão a partir do acessório ATR horizontal. 

3.1.5 Obtenção e calibração dos espetros a partir da sonda de imersão 

Dipper210 

O procedimento inicial para a utilização desta sonda foi sua adaptação ao 

espectrofotômetro FTIR através da construção de uma plataforma visando 

alinhamento dos componentes ópticos da sonda em relação ao feixe de luz 

projetado pelo equipamento. Essa plataforma consistiu de uma placa metálica 

fixada à base do instrumento, sobre a qual era imobilizada a sonda. O sistema de 

fixação foi elaborado de forma a permitir um prévio ajuste do alinhamento do 

acessório em relação ao feixe de luz proveniente do instrumento. Na Figura 3.4 é 

apresentada uma foto da sonda assim como um desenho esquemático da sonda 

acoplada ao espectrofotômetro. 

Para obtenção dos espectros, a sonda era instalada no instrumento e sua 

extremidade era imersa na solução a ser analisada. Os componentes ópticos na 

base da sonda captavam o feixe de radiação proveniente do equipamento e o 

conduzia até a extremidade da sonda através de uma fina tubulação metálica 

referida como extensor (Figura 3.5). O feixe de luz atingia então o elemento 

cônico ATR, sendo a seguir refletido na interface entre sonda e solução e 

conduzido de volta ao instrumento através de uma segunda tubulação, ou 

extensor. Ao refletir na interface entre sonda e solução, parte da luz era liberada 

em forma de onda evanescente que quando absorvida pela solução gerava o 

espectro. 
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SONDA EM 
POSIÇÃO

LEVANTADA 

SOLUÇAO 
LÍQUIDA 

Figura 3.4. Foto da sonda Dipper 210 e representação esquemática da sonda 

instalada em um espectrofotômetro (Manual Axion Analyticat, EUA). 

Os espectros foram obtidos através de 72 varreduras e com resolução de 

8 cm-1
. No início do procedimento, coletava-se o "background" que consistia do 

espectro a partir do elemento ATR, o qual era subtraído automaticamente dos 

espectros das soluções de interesse. Para a construção do modelo de caHbração, 

preparou-se soluções padrão com concentrações de O a 1 00 mg/ml de lisozima 

em tampão acetato de sódio 50 mM a pH 4,5. De acordo com as dimensões da 

sonda um mínimo de 20 ml de solução eram necessários para que o elemento 

ATR cônico permanecesse inteiramente imerso. Os espectros dos padrões foram 

então calibrados através do modelo PLS utilizando o software Quant-IR da Applied 

Systems, EUA. 
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Figura 3.5. Corte transversal da sonda Dipper 210 - Mecanismo de reflexão do 

feixe de luz infravermelho. Diâmetro externo da sonda: 25 mm. 

3.2 RESULTADOS 

3.2.1 Determinação de solubilidade de lisozima 

Volumes de 1 ,5 ml de solução supersaturada de lisozima contendo de 20 

a 150 mg/ml de proteína e de 0,24 a 1,50 M de NaCI foram mantidos em repouso 

em tubos Eppendorf a 24°C, em banho termostático. Em intervalos de tempo 

diferentes, os tubos eram retirados do banho, e a concentração de proteína do 

sobrenadante era avaliado através de absorbância a 280 nm, aplicando o 

coeficiente de extinção A2aonm de 2,32 ml.mg-1 previamente determinado. Esse 

procedimento era repetido para cada condição até que o sobrenadante 
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apresentasse uma concentração constante ao longo do tempo, indicando o 

equilíbrio do processo na dada condição. 

Na Tabela 3.1 sao apresentadas as composições iniciais e finais das 

soluções que resultaram na formação de cristais, assim como os tempos 

aproximados para se atingir o equilíbrio. 

A curva de solubilidade obtida é apresentada na Figura 3.6, em 

comparação com os dados fornecidos por Howard et a/.(1988). Os valores de 

solubilidade aqui obtidos foram próximos dos valores da literatura, especialmente 

para as soluções com concentração de NaCI acima de 0,5 M. 

Tabela 3.1. Solubilidade de lisozima a 24°C. 

Concentração Concentração inicial Concentração final de Tempo (dias) 
de NaCI (M) de proteína (mg/ml) proteína (mg/ml) 

0,240 150,0 92 40 
0,345 150,0 52 40 
0,495 94,4 21 30 
0,495 97,0 20 30 
0,705 94,0 12 30 
0,705 76,0 12 30 
1,000 48,0 8,0 6 
1,200 38,0 6,7 6 
1,200 32,0 6,2 6 
1,200 18,0 5,0 -
1,500 20,0 5,5 6 

Os cristais obtidos no experimento apresentaram forma cúbica (Figura 3. 7) 

e tamanhos variados, de centenas de micrômetros a pouco mais de 1 ,O mm. 

Howard et ai. (1988) mencionaram o tempo de duas semanas para atingir 

o equilíbrio das soluções, entretanto, para os dados aqui apresentados, os tempos 

de equilíbrio aproximados foram de 6 dias para algumas condições e de até 40 

dias para outras condições. A diferença deve-se provavelmente à variação entre 

os graus de supersaturaçao das soluções iniciais, sendo que esta influencia as 

cinéticas de nucleação e crescimento. Atenta-se ainda para o fato da deficiência 

da agitação na obtençao dos dados de solubilidade aqui apresentados. A 

agitação dos tubos de 1 ,5 ml era proveniente apenas do movimento de vibração 

da água gerado pela bomba do banho termostático. 
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Figura 3.6. Solubilidade de lisozima a 24 oc em tampão acetato de sódio 50 mM, 

pH 4,5: ( • ) dados experimentais, (o) dados de Howard et ai. (1988). 

Figura 3.7. Fotomicrografia de cristais de lisozima obtidos a partir de solução 

tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,5 a 24 oc. 

Na Figura 3.8 são apresentadas, junto à curva de solubilidade, as 

condições iniciais das soluções que originaram os valores de solubilidade e as 

condições iniciais de soluções onde não houve crescimento de cristais dentro do 
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período de 40 dias. Esse gráfico apresenta, a grosso modo, a faixa da zona 

metaestável: região situada entre as condições que geraram e as que não 

geraram cristais, considerando que o período de 40 dias é o suficiente para as 

soluções terem atingido o equilíbrio. Esses dados serviram de base na 

determinação das condições do meio a serem explorados durante estudos de 

monitoramento da cristalização utilizando espectroscopia infravermelho. 
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Figura 3.8. Solubilidade de lisozima a 24 oc em tampão acetato de sódio 50 mM 

a pH 4,5 na presença de NaCI ( • ). Condições iniciais de soluções que geraram 

cristais (o) e condições iniciais de soluções que não geraram cristais(*). 

3.2.2 Calibração dos espectros FTIR de lisozima obtidos através do 

elemento ATR de Ge 

Espectros a partir de volumes de 0,5 a 1 ,O ml de soluções de lisozima 

foram coletados através do sistema apresentado na Figura 3.3. Para a construção 

do modelo de calibração, coletou-se os espectros de 14 padrões contendo de 10 a 

270 mg/ml de lisozima em tampão acetato de sódio 50 mM a pH 4,5. Na Figura 

3.9 são apresentados os espectros dos padrões. 
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Figura 3.9. Espectros de solução de lisozima em tampão acetato de sódio 50 mM 

a pH 4,5 obtidos por FTIR utilizando elemento ATR de Ge. Concentrações de 

lisozima de 10 a 270 mglml., total de 14 espectros. 

Os espectros apresentaram bandas a 3500 cm·1 (característico das 

vibrações OH da água), a 1550 cm·1 (característico das vibrações de grupos 

amida de proteínas) e a 1650 cm·1 (característico de vibrações da água assim 

como da proteína). Os espectros foram calibrados através do modelo PLS ("Partial 

Least Square") utilizando o software Quant IR da Applied Systems, EUA. No 

desenvolvimento do modelo, selecionou-se as regiões do espectro de 1486 a 1567 

cm·1
, contendo uma banda de absorção pela proteína e de 1587 a 1728 cm·1

, 

contendo uma banda cuja intensidade é a soma da absorção pela proteína e pela 

água. Na Figura 3.1 O é apresentada em escala ampliada a região dos espectros 

utilizada no modelo de calibração. As intensidades das bandas aumentaram 

proporcionalmente com o aumento da concentração das soluções.Na calibração 

PLS é necessário definir o número de fatores, isto é, o número de componentes 

principais. No modelo de calibração é aconselhável que se utilize um número 

mínimo de fatores, número este, sugerido pelo programa computacional através 

dos gráficos de PRESS (Figura 3.11 ). 
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Figura 3.10. Bandas de proteína e água apresentadas pelos espectros de 

solução de lisozima de 10 a 270 mg/ml em tampão acetato de sódio 50 mM a pH 

4,5 obtidos por FTIR utilizando elemento ATR de Ge. 
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Figura 3.11. Gráfico de PRESS obtido no modelo de calibração PLS para a 

predição de lisozima em soluções tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,5 através 

de ATR-FTIR utilizando elemento de Ge. 
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O gráfico de PRESS é discutido anteriormente na seção de revisão da 

literatura. Lembrando que os fatores, ou componentes principais representam as 

variáveis comprimentos de onda, o gráfico é utilizado para indiretamente 

selecionar dentre estas variáveis, aquelas que tem melhor resposta em relação 

ao aumento da concentração. Neste caso, o gráfico indicou que 2 (dois) fatores é 

o número adequado para o modelo. 

O modelo de calibração desenvolvido apresentou erro padrão médio de 

3,5 mg/ml de lisozima determinado pelo método de validação cruzada "leave one 

out cross validation". 

Neste método de validação o programa computacional remove o espectro 

de um padrão, desenvolve um modelo de calibração temporário considerando os 

demais espectros e utiliza tal modelo para predizer as concentrações dos 

componentes do padrão cujo espectro foi removido do modelo. O processo é 

então repetido para os demais espectros do conjunto de padrões. Ao final do 

processo, o programa fornece os erros absolutos ocorridos durante a predição de 

cada amostra removida. 

A avaliação do modelo é então descrita pelo erro padrão médio, que 

consiste da média dos erros ocorridos para cada amostra. O programa fornece 

também o gráfico da validação (Figura 3.12) que auxilia principalmente na 

identificação de "outliers", isto é, de valores com desvio significativo em relação ao 

conjunto global de dados . Esses valores devem ser excluídos do conjunto de 

dados para um melhor desempenho do modelo de calibração. Neste caso não foi 

identificado nenhum "outlier". 

Desenvolvido o modelo de calibração avaliou-se a consistência dos dados 

gerados pelo mesmo ao longo do tempo a partir de uma mesma solução. Essa 

avaliação foi realizada atentando-se para o fato de que instabilidades no 

instrumento, assim como a umidade do ar ou ainda a temperatura ambiente, 

podem gerar alterações nos espectros coletados ao longo do tempo e, 

conseqüentemente, influenciar a predição. 

56 



300y------------------------------------------, 
~ 

:§ 250 
O> 

,§. 
2 200 -------
'õ 
~ 
o. 150 
,g 
I? 100 c 
Q) 

g 50 
8 

o 50 100 150 200 250 300 

Concentração real (mg/ml) 

Figura 3.12. Validação cruzada "leave one out" na calibração de espectros ATR

FTIR de lisozima em tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,5 utilizando elemento 

deGe. 

Coletou-se, portanto, espectros em intervalos de tempo determinados a 

partir de uma mesma solução e, a seguir, aplicou-se o modelo de calibração sobre 

estes espectros, obtendo-se assim os valores de concentração preditos ( Figura 

3.13). A variância dos valores preditos foi de 13,7 mg2/ml2 sendo que os valores 

preditos eram maiores durante o dia, especialmente à tarde, e eram menores 

durante a noite e manhã. Registrando-se a temperatura ambiente no decorrer do 

dia, a qual era maior durante a tarde, e mais baixa durante manhã e noite, conclui

se que a instabilidade da temperatura era a razão da variação dos valores 

preditos. 

Visto a influência da temperatura sobre o monitoramento, foram tomadas 

medidas para atenuar a variação térmica no ambiente, e a seguir, coletou-se 

espectros a partir de novas amostras ao longo do tempo. O experimento foi 

repetido para amostras de diferentes concentrações. Os valores preditos 

passaram a ser mais estáveis, com variâncias de 2,5, O, 19 e 0,31 mg2/ml2 para 

as concentrações de 245, 150 e 30 mg/ml, respectivamente. (Figura 3.14). 
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Figura 3.13. Valores de concentração de lisozima em tampão acetato de sódio 50 

mM, pH 4,5 preditos ao longo do tempo através da aplicação de um modelo de 

calibração PLS de espectros ATR-FTIR. Valor de concentração esperado: 54 

mg/ml. Variância dos valores preditos: 13,7 mg2/ml2 . 
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Figura 3.14. Valores de concentração de lisozima em tampão acetato de sódio 50 

mM, pH 4,5 preditos ao longo do tempo através da aplicação de um modelo de 

calibração PLS de espectros ATR-FTIR. Valores esperados de concentração: 245, 

150 e 30 mg/ml. Variâncias dos valores preditos: 2,5, O, 19 e 0,31 mg2/ml2 . 
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Na ocasião em que os novos experimentos foram realizados a 

temperatura ambiente era de aproximadamente 24 com variação de ±. 1 °C. Este 

fato indicou que o método de calibração é preciso, havendo no entanto a 

necessidade de controle da temperatura. Em processos politérmicos onde é 

prevista a necessidade de predição em diferentes temperaturas, existe a 

possibilidade de construção de modelos de calibração incluindo a temperatura 

como uma variável do sistema. Esse procedimento, entretanto envolve tempo e 

consumo adicional de amostras. Para a predição de concentrações na célula de 

cristalização desenvolvida, sem sistema de troca de calor e controle de 

temperatura, não se justificaria o desenvolvimento de tal modelo. 

3.2.3 Concentração de soluções de lisozima através de difusão de vapor 

aplicando a célula ATR de cristalização 

Uma vez demonstrada a consistência dos dados preditos pelo modelo de 

calibração, aplicou-se este modelo para o monitoramento do processo de 

supersaturação de soluções de lisozima através de evaporação induzida por 

difusão de vapor, realizada com a aplicação da célula ATR de cristalização 

(Figuras 3.1 e 3.2). 

Um volume de 1 ,O ml de solução protéica foi acomodado no reservatório 

sobre o elemento ATR em Ge, o qual foi a seguir acoplado à célula de circulação 

de solução salina, e devidamente posicionado no compartimento de amostras no 

espectrofotômetro. A solução protéica possuía 0,4 M de NaCI, ao passo que a 

solução circulante continha 3,0 M de NaCI e uma vazão de 25,0 ml/min. Ambas 

as soluções foram preparadas em tampão acetato de sódio 50 mM a pH 4,5. 

A diferença de força iônica entre a solução protéica e a solução salina 

circulante criava uma diferença de pressão de vapor entre os dois reservatórios, 

provocando evaporação e concentração da solução protéica, mimetizando a 

cristalização em gota suspensa. 
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Espectros da solução protéica eram coletados ao longo do tempo e, 

assim, a concentração protéica era monitorada in situ e em tempo real. Através 

deste sistema, soluções contendo 33 e 72 mg/ml de lisozima foram concentradas 

a uma taxa linear (Figura 3.15), sendo esta taxa dependente da diferença de força 

iônica entre solução protéica e solução salina. 
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Figura 3.15. Monitoramento da concentração de soluções de lisozima no interior 

da célula de cristalização contendo elemento de Ge durante etapa de evaporação 

por difusão de vapor. Composição inicial das soluções protéicas: 33 e 72 mg/ml 

de lisozima e 0,4 M de NaCI em tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,5. 

Solução circulante: 3,0 M de NaCI em tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,5 

com vazão de 25 ml/min. 

A vantagem deste método é a simplicidade de controle da taxa de 

evaporação que consistia em diminuir a concentração de sal na solução circulante 

para diminuir a velocidade de evaporação da solução de lisozima e, ao contrário, 

aumentar a concentração de sal na solução circulante para evaporar e saturar a 

solução protéica mais rapidamente. 

O sucesso do modelo de calibração, assim como o bom desempenho 

demonstrado pelo sistema de evaporação gerou boas expectativas para a 
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continuidade dos estudos, uma vez que estavam garantidas as possibilidades de 

monitoramento in situ da solução através de ATR-FTIR e de controle da 

supersaturação através da evaporação induzida. Esse controle consistiria em 

suprir a necessidade de supersaturação da proteína durante o processo de 

cristalização, evitando, entretanto, uma supersaturação demasiada e nucleação 

excessiva. 

Dando então continuidade dos estudos, avaliou-se a seguir o desempenho 

do método de monitoramento das soluções durante o crescimento de cristais de 

lisozima. 

3.2.4 Monitoramento in situ de soluções supersaturadas na presença de 

cristais através de FTIR utilizando elemento ATR de Ge 

Como demonstrado por Dunuwila e Berglund (1997), a técnica ATR-FTIR 

pode ser aplicada com sucesso no monitoramento da fase líquida em processos 

de cristalização sem interferência dos sólidos. A adequação do método deve-se 

principalmente ao fato de a profundidade de penetração da radiação na amostra 

ser muito pequena, da ordem de alguns micrômetros, dificilmente atingindo as 

partículas presentes na solução. Mesmo que estas estejam muito próximas ao 

elemento ATR, existe sempre uma película de líquido separado-as da superfície 

do elemento. 

No presente estudo, avaliou-se a possibilidade de monitoramento in situ 

de solução supersaturada na presença de cristais de lisozima através de ATR

FTIR utilizando a célula de cristalização desenvolvida a partir de um acessório 

ATR de Ge. Um volume de 1 ,O ml de solução supersaturada de lisozima contendo 

86 mg/ml de proteína e 0,7 M de NaCI foi adicionada ao reservatório do sistema 

de cristalização sobre o elemento ATR. De acordo com experimentos realizados 

anteriormente, era conhecido que, nestas condições a solução poderia gerar 

cristais dentro do período de algumas horas. O reservatório foi fechado com uma 

lamínula de vidro selada sobre a borda do mesmo através de uma fina camada de 

graxa de silicone. Espectros a partir da solução foram coletados ao longo do 
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tempo, visando obter o perfil de concentrações da mesma durante a formação dos 

cristais. 

De acordo com o perfil de concentrações esperado, deveríamos observar 

um decréscimo da mesma ao longo do tempo enquanto estivesse ocorrendo a 

formação e crescimento dos cristais. No entanto, o perfil obtido (Figura 3.16) foi 

oposto ao esperado. A concentração predita aumentou ao longo do tempo 

atingindo um patamar após determinado período. Esse aumento de concentração 

é, entretanto, irreal, uma vez que não houve no processo acréscimo de soluto ou 

remoção de solvente. Uma possível causa desta superestimativa poderia ser a 

adsorção do soluto sobre o Ge ao longo do tempo gerando uma falsa idéia de um 

aumento local da concentração. Essa hipótese, entretanto, foi descartada visto 

que, em experimentos anteriores, utilizando o mesmo modelo de calibração, as 

concentrações preditas eram constantes ao longo do tempo por períodos de até 

20 horas (Figura 3.14). 
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Figura 3.16. Monitoramento da concentração de lisozima no interior da célula de 

cristalização contendo o elemento de Ge durante etapa de cristalização. 

Concentração inicial da solução: 86 mg/ml de lisozima em tampão acetato de 

sódio 50 mM , pH 4,5 e NaCI O, 7 M. 
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Descartada a possibilidade de adsorção do soluto, restava a hipótese de 

ter havido interação dos cristais de proteína e o elemento ATR de Ge, 

ultrapassando assim a camada de líquido entre os mesmos. Apesar da molécula 

livre em solução não apresentar interação com o Ge, seu rearranjo estrutural no 

cristal poderia ter proporcionado uma distribuição de cargas favorável à sua 

interação com o Ge. Ao final do processo observou-se que os cristais de lisozima, 

que tinham dimensões de cerca de 0,5 mm, não haviam simplesmente decantados 

sobre o elemento ATR mas de certa forma aderidos ao mesmo. Uma vez 

existindo essa interação entre cristais de lisozima e Ge seria esperado que 

ocorresse uma superestimativa da concentração pois os picos do espectro do 

sólido, com maior número de moléculas por unidade de volume expostas à 

radiação, apresenta maiores intensidades que os picos do espectro a partir de 

moléculas solubilizadas no líquido. 

Comparando-se os espectros da solução sem cristais e da solução 

contendo cristais (espectros esses, referentes ao primeiro e último pontos da 

Figura 3.16, respectivamente) observa-se uma diferença entre os mesmos (Figura 

3.17). O espectro a partir da solução com cristais apresenta maiores intensidades 

dos picos a 1550 e 1650 cm-1 em relação ·a solução sem cristais, assim como a 

presença de pequenas bandas, localizadas em torno de 2950 cm-1 e abaixo de 

1500 em-\ inexistentes no espectro de somente solução. 

A presença dessas bandas torna o espectro obtido a partir da solução na 

presença de cristais semelhante ao espectro obtido a partir de filme seco de 

lisozima aderido ao Ge. Este último foi obtido depositando uma fina camada de 

solução concentrada de lisozima sobre o Ge e deixando o solvente evaporar para 

então coletar o espectro. Esse procedimento foi uma alternativa para se obter o 

espectro do sólido, sendo que através de simples deposição dos cristais de 

lisozima sobre o elemento de Ge não se obteve o contato necessário para se 

obter um espectro ATR. 

A semelhança entre o espectro do filme seco de lisozima e o espectro da 

solução contendo cristais corroboram com a hipótese de que houve interação 

entre os cristais de proteína e o elemento ATR de Ge. 
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Figura 3.17. Espectros ATR-FTIR de lisozima a partir de (_)solução límpida de 

tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,5; ( _ ) solução contendo cristais em 

tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,5 e ( ~ ) pelícu.la protéica seca aderida 

sobre o elemento ATR de Ge, obtida através de secagem do solvente. 

Assim, ao contrário do esperado, o monitoramento da solução de lisozima 

foi influenciado pela presença dos cristais devido à interação destes e o elemento 

ATR. Entretanto, essa interação não contradiz as demonstrações feitas por 

Dunuwila e Berglund (1997). O que deve-se considerar é que as partículas não 

deveriam interferir no monitoramento da fase líquida, considerando que o feixe de 

luz raramente consegue atingir as partículas. No presente estudo, a interferência 

era inevitável, uma vez que, com a adsorção das partículas sobre o elemento de 

reflexão interna, não existia mais o filme de líquido intermediando as partículas e o 

elemento ATR. Uma das razões das constatações aqui apresentadas é que o 

presente estudo envolve moléculas de proteína conhecidamente aderentes em 

diferentes tipos de material. 

Além da hipótese de adsorção dos cristais, uma outra suposição era de 

que o simples fato de os cristais terem decantado sobre o cristal ATR tenha 

favorecido a interação com a radiação. Ao contrário de Dunuwila e Berglund 
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(1997) que utilizaram uma sonda ATR de imersão em um cristalizador agitado com 

os cristais em suspensão, no presente trabalho, além de não haver agitação, a 

solução se encontrava por cima do elemento ATR permitindo que os cristais 

decantassem sobre o mesmo. A princípio acreditava-se que apesar dos cristais 

terem decantado sobre o elemento ATR, a onda evanescente não atingiria os 

mesmos uma vez que sua profundidade de penetração no elemento de Ge variava 

de 0,2 a 1,0 ftm. 

Para avaliar o efeito da decantação de cristais sobre o elemento ATR 

sobre as medidas dos espectros, realizou-se um experimento com decantação de 

cristais de (NH4)2S04, que, supostamente, não adsorveriam no elemento de Ge. 

Coletou-se inicialmente espectros de soluções com concentrações conhecidas do 

sal (Figura 3.18), e construi-se um modelo de calibração a partir destes 

espectros. O modelo foi construído a partir de soluções com 0,2 a 4,0 M de 

(NH4)2S04. Os espectros foram coletados através de 72 varreduras e com 

resolução de 8 cm·1. O número de fatores utilizado foi de 2 e as regiões do 

espectro consideradas na calibração foram de 1199,6 a 1000,9 cm-1 e 1510,1 a 

1359,6 cm·1. O modelo desenvolvido apresentou erro padrão médio de 0,0157 M. 
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Figura 3.18. Espectros ATR-FTIR de soluções de (NH4)2S04depositadas sobre 

elemento de Ge. 
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Desenvolvido um modelo de predição de concentração de (NH4)2S04, 

fez-se a verificação do efeito dos cristais na predição da concentração da 

solução. 

Inicialmente coletou-se espectros ao longo do tempo a partir de solução 

saturada deste sal, na ausência de cristais. A seguir adicionou-se cristais do sal 

com cerca de 1 mm de dimensão à esta solução e coletou-se novos espectros. A 

quantidade de cristais de sal adicionada foi visualmente semelhante à quantidade 

de cristais presentes no experimento com lisozima. 

A partir dos espectros coletados e do modelo de calibração previamente 

desenvolvido, obteve-se o perfil de concentrações da solução salina antes e após 

a adição dos cristais (Figura 3.19). 
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Figura 3.19. Verificação de efeito da presença de cristais na predição de 

concentrações de (NH4)S04 na fase líquida através de ATR-FTIR utilizando célula 

deGe. 
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A concentração predita da solução não foi afetada pela presença de 

cristais. Salienta-se que, caso a decantação dos cristais fosse o suficiente para 

que a onda evanescente atingisse os mesmos, essa possibilidade seria mais 

acentuada para o (NH4)zS04 do que para a lisozima, uma vez que os 

comprimentos de onda das bandas de absorção deste sal são maiores que os das 

bandas de proteína e, dessa forma, de acordo com a Equação 2.18, a 

profundidade de penetração em sua solução é maior do que na solução de 

proteína. 

Por outro lado, observa-se que os cristais de proteína apresentaram 

dimensões menores que os cristais do sal; assim permitia-se que esses cristais de 

proteína tivessem um melhor contato com a superfície do elemento de Ge. 

Na Figura 3.20 são apresentados espectros obtidos antes e após a 

adição dos cristais, nos quais não se observa variação significativa das 

intensidades dos espectros. O espectro da solução na presença de cristais refere

se ao último ponto do perfil de concentrações da Figura 3.19, assumindo que, 

nesse estágio, a decantação dos cristais já estivesse estabilizada. 

Esta constatação corrobora com a hipótese de interação dos cristais de 

lisozima e o cristal de Ge, descartando-se também a possibilidade de 

monitoramento da cristalização desta proteína nas dadas condições. No entanto, 

não se descarta a possibilidade de utilização do sistema para outras moléculas, 

principalmente outras proteínas, pois, a interação ocorrida entre os cristais de 

lisozima e o elemento ATR de Ge pode ser decorrente de características 

específicas dos cristais de lisozima, assim como das condições do meio, incluindo 

pH, força iônica e temperatura. Como exemplo, podemos citar a adsorção de 

lisozima na sonda ATR de diamante, observado por Schwartz e Berglund (1999a), 

impossibilitando assim o seu monitoramento através dessa sonda. Entretanto, 

durante realização de experimentos exploratórios no presente estudo, utilizando 

aprotinina em cristalizações em gota suspensa, constatou-se que era possível o 

seu monitoramento através dessa sonda, sem interação da mesma com o 

elemento ATR. 
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Figura 3.20. Espectros ATR-FTIR de solução de (NH4)2S04 na (_)ausência de 

cristais e na ( ___ ) presença de cristais obtidos através de célula de Ge. 

Os estudos de monitoramento utilizando esse sistema poderiam ser 

prosseguidos testando-se outras proteínas, assim como tentando variar as 

condições das soluções de lisozima buscando evitar a interação dos cristais. A 

variação dessas condições, poderia envolver mudança de pH, força iônica, ou 

tampão. Entretanto, isso seria uma tarefa de certo modo complexa, visto que a 

variação das condições podem interferir na cristalização da proteína. 

Os estudos de monitoramento através desse sistema foram assim 

interrompidos, tendo-se optado por dar continuidade ao trabalho avaliando uma 

segunda metodologia com aplicação da sonda de imersão Dipper 210. Uma das 

expectativas na utilização desta sonda era de que o elemento ATR desta sonda, 

composto de outro material, o ZnSe, apresentasse comportamento distinto do 

ocorrido com o elemento de Ge. Além disso, uma vantagem desta sonda era o 

fato da mesma ser imersa na solução, com a superfície do elemento ATR voltada 

para baixo, não ocorrendo assim decantação dos cristais sobre a mesma. 
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3.2.5 Calibração dos espectros de lisoz:ima obtidos através da 

sonda Dipper 210 

Para a adaptação da sonda Dipper 210 ao espectrofotõmetro Protégé 460 

foi desenvolvido um sistema de fixação que foi elaborado de forma a permitir o 

deslizamento da sonda sobre o eixo perpendicular ao feixe de radiação permitindo 

um ajuste fino do seu alinhamento em relação à esse feixe de luz. O ajuste do 

alinhamento era realizado a cada vez em que a sonda era reinstalada ao 

equipamento. 

Para obtenção dos espectros, a sonda era instalada no instrumento e sua 

extremidade era imersa na solução a ser analisada. Os espectros a partir desta 

sonda foram obtidos através de 72 varreduras e resolução de 8 cm-1
. No início do 

procedimento, coletava-se o "background" que consistia do sinal produzido a 

partir do elemento ATR a ser subtraído automaticamente dos espectros das 

soluções de interesse. 

Para a construção do modelo de calibração para predição da 

concentração de lisozima a partir desta sonda, coletou-se espectros de soluções 

padrões dessa proteína com concentrações variando de O a 100 mg/ml. Essas 

soluções foram preparadas em tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,5 e durante 

a coleta dos espectros elas eram acomodadas em reservatório encamisado 

permitindo o controle da temperatura, que foi mantida a 24°C através de 

circulação de água termoestatizada. 

Os espectros das soluções utilizadas na calibração são apresentados na 

Figura 3.21, onde se observa uma banda com intensidade máxima em cerca de 

3400 cm-1 referente ao espectro da água, uma banda em cerca de 2350 cm-1 

referente ao dióxido de carbono proveniente do ar e duas outras bandas em cerca 

de 1450 e 1650 cm-1 referentes à proteína com contribuição do espectro da água 

em 1650 cm-1
. 

A intensidade da banda referente ao dióxido de carbono apresenta certa 

instabilidade, com valores negativos em alguns espectros, devido à variação de 

sua concentração no interior do compartimento de amostras. Essa instabilidade, 
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Figura 3.21. Espectros ATR-FTIR de soluções de lisozima de O a 100 mg/ml em 

tampão acetato de sódio 50 mM a pH 4,5 obtidos através de sonda de ZnSe. Total 

de 21 espectros, temperatura de 24°C. 
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Figura 3.22. Bandas de proteína e água apresentadas pelos espectros ATR-FTIR 

de solução de lisozima de O a 100 mg/ml em tampão acetato de sódio 50 mM, pH 

4,5. Espectros obtidos a 24 oc através da sonda de ZnSe. 
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entretanto, não interferiu nos resultados aqui apresentados, uma vez que que a 

respectiva região espectral não foi incluída no modelo de calibração. 

Na construção do modelo selecionou-se a região espectral de 1770,4 a 

1485,0 cm-1 contendo bandas provenientes da lisozima com contribuição do 

espectro da água em cerca de 1650 cm-1 (Figura 3.22). 

Neste modelo estabeleceu-se o número de fatores de 4 e obteve-se um 

erro padrão médio de 2,4 mg/ml de lisozima determinado pelo método de 

validação cruzada "leave one out cross validation" (Figura 3.23). 
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Figura 3.23. Validação cruzada "leave one our do modelo de calibração de 

espectros ATR-FTIR de soluções de O a 1 00 mg/ml de lisozima em solução 

acetato de sódio 50 mM, pH 4,5. Espectros coletados a 24 oc através de uma 

sonda ATR de ZnSe. 

Desenvolvido o modelo de calibração, avaliou-se o efeito da temperatura 

sobre os dados gerados por esse modelo. Nessa avaliação registrou-se os 

valores de concentração preditos a partir de espectros coletados em diferentes 
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temperaturas e observou-se possível vanaçao dos valores em função da 

temperatura. Foram avaliadas temperaturas de 12 a 35 oc e o teste foi realizado 

utilizando-se soluções com concentrações de 8,6 a 96,0 mg/ml de lisozima. 

Para o controle da temperatura, a solução era mantida em um frasco 

encamisado onde se fazia a troca de calor utilizando circulação de água 

proveniente de um banho termostático. A temperatura foi monitorada através de 

um termômetro introduzido na solução. A solução no frasco era fracamente 

agitada através de uma barra magnética e o frasco era fechado, havendo orifícios 

na tampa para a introdução da sonda e do termômetro. 

Para cada solução coletou-se espectros em diferentes temperaturas e, a 

partir de cada espectro obteve-se valores de concentração preditos nas 

respectivas temperaturas (Tabela 3.2). As concentrações preditas variaram em 

relação às concentrações esperadas (valores de concentração de acordo com o 

preparo das soluções). Na Tabela 3.3 tem-se os erros na predição das 

concentraçães para cada solução e na Figura 3.24 tem-se o perfil desses erros em 

função da temperatura. 

Tabela 3.2. Efeito da temperatura na predição de concentração de lisozima em 

tampão acetato de sódio 50 mM pH 4,5, através da sonda ATR de ZnSe. 

Concentrações preditas em diferentes temperaturas (rng/ml) 
Concentrações 

esperadas 12 oc 14°C 17 oc 20°C 23°C 26°C 29°C 32 oc 35°C 
(mglml) 

8,6 10,1 11 '1 11,3 12,3 12,6 13,6 14,0 15,0 16,0 
17,2 17,3 18,3 18,3 19,3 20,8 20,9 21,3 22,2 22,0 
31,0 29,5 28,9 30,0 30,7 31,1 32,9 33,3 33,3 34,0 
45,0 42,2 41,0 43,0 43,7 44,3 44,5 45,4 46,7 46,7 
58,0 57,2 58,0 59,2 59,2 59,6 59,4 60,0 60,8 61,0 
75,0 74,4 74,3 75,0 75,4 76,3 76,2 77,2 76,1 76,4 
96,0 - 94,0 94,0 94,5 94,0 94,1 94,5 93,5 94,0 
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Tabela 3.3. Erros na predição de concentração de lisozima em tampão acetato de 

sódio 50 mM pH 4,5 através da sonda ATR de ZnSe. 

Erros de predição: diferença entre as concentrações preditas e as 
concentrações esperadas (m /ml) 

Concentrações Erro 
esperadas 12°C 14°C 17°C 20°C 23°C 26°C 29°C 32°C 35°C máximo 

(mg/ml) (mg/ml) 
8,6 1,5 2,5 2,7 3,7 4,0 5,0 5,4 6,4 7,4 7,4 
17,2 0,1 1,1 1 '1 2,1 3,6 3,7 4,1 5,0 4,8 5,0 
31,0 -1,5 -2,1 -1,0 -0,3 0,1 1,9 2,3 2,3 3,0 3,0 
45,0 -2,8 -4,0 -2,0 -1,3 -0,7 -0,5 0,4 1,7 1,7 4,0 
58,0 -0,8 0,0 1,2 1,2 1,6 1,4 2,0 2,8 3,0 3,0 
75,0 -0,6 -0,7 0,0 0,4 1,3 1,2 2,2 1 '1 1,4 2,2 
96,0 -2,0 -2,0 -1,5 -2,0 -1,9 -1,5 -2,5 -2,0 2,5 

10 -- 8,6 rrg/rri --e-17,2 rrg/rri --+--31,0 rrg/rri ......... 45.0 rrg/rri 
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Figura 3.24. Erros obtidos na predição de concentrações de lisozima por ATR

FTIR em função da temperatura: diferença entre valores preditos e valores 

esperados. Concentrações preditas a partir de espectros ATR-FTIR coletados 

através da sonda de ZnSe. Soluções preparadas em tampão acetato de sódio 50 

mM, pH 4,5. Concentrações das soluções indicadas no gráfico. 
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Através da Figura 3.24 observa-se que com o aumento da temperatura 

ocorreu um aumento no erro na predição das concentrações, exceto para a 

solução de 96 mg/ml de lisozima. Entretanto, na Figura 3.25, onde se tem o 

perfil dos erros relativos das predições, se observa que os erros foram 

significativos (maior que 10%) apenas para as concentrações de 8,6 e 17,2 mg/ml 

com máximos em cerca de 86,0 e 27,0%, respectivamente, sendo que para a 

concentração de 31 ,O mg/ml o erro máximo foi de cerca de 9,0% e para demais 

valores os erros ficaram abaixo de 5%. Verificou-se assim que o modelo de 

calibração é razoavelmente preciso para concentrações acima de 30,0 mg/ml. 

Para valores abaixo desta concentração, os erros de predição foram mais 

significativos, provavelmente, devido 'a menor sensibilidade do método para 

concentrações baixas. 
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Figura 3.25. Erros relativos obtidos na predição das concentrações de lisozima 

em função da temperatura. Concentrações preditas a partir de espectros ATR

FTIR coletados através da sonda de ZnSe. Soluções preparadas em tampão 

acetato de sódio 50 mM, pH 4,5. Concentrações das soluções indicadas no 

gráfico. 
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3.2.6 Ensaios de monitoramento de soluções de lisozima através da sonda 

Dipper210 

Avaliada a influência da temperatura no modelo de calibração, foi avaliado 

o monitoramento de urna solução ao longo do tempo de modo a observar possível 

efeito de interferências ou estabilidades do sistema. A sonda foi imersa em 

solução acetato de sódio 50 mM pH 4,5 contendo cerca de 30 mg/ml de lisozima. 

Espectros a partir dessa solução foram coletados em intervalos de 1 O minutos e 

esses espectros foram interpretados em termos de concentração de lisozima a 

partir do modelo de calibração. Os valores preditos, ao contrário do que se 

esperava, aumentaram ao longo do tempo (Figura 3.26). 
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Figura 3.26. Ensaio de monitoramento de concentração protéica através de ATR

FTIR utilizando sonda de ZnSe ao longo do tempo em condição constante. 

(•) Lisozima a 30 mg/ml em tampão acetato de sódio 50 mM pH 4,5; (o) lisozima a 

47 mg/ml em tampão acetato de sódio 50 mM pH 4,5 e NaCI 1 ,O M; (o) lisozima a 

42 mg/ml em H20 e (e) tripsina a 15 mg/ml em tampão acetato de sódio 50 mM 

pH4,5. 
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Essa observação levou à hipótese de ter ocorrido adsorção da lisozima 

sobre a superfície da sonda causando a idéia errônea de aumento da 

concentração. De modo a verificar a influência das condições do meio 

favorecendo essa adsorção, repetiu-se o experimento para soluções de lisozima 

em apenas água e no mesmo tampão na presença de NaCI. Tendo observado o 

mesmo comportamento de adsorção da lisozima na sonda, mesmo a partir de 

diferentes condições, testou-se outra proteína, a tripsina suína, sendo que esta 

também apresentou o mesmo comportamento (Figura 3.26). 

Na Figura 3.27 são apresentados espectros de lisozima em tampão 

acetato de sódio 50 mM pH 4,5 coletados antes e após observada a adsorção, 

assim como o espectro de um filme de lisozima aderida à sonda (este foi obtida 

através de deposição de solução concentrada de lisozima seguida de evaporação 

do solvente). Através da comparação dos espectros coletados no início e no final 

do processo, observa-se apenas uma pequena variação das intensidades das 

bandas características da proteína. O espectro de lisozima ao final do estágio de 

susposta adsorção se assemelha mais àquele obtido a partir da solução do que 

com o espectro a partir de lisozima seca. 

Baseando na hipótese de o erro na predição das concentrações ter sido 

causado por instabilidades intrumentais, e não devido interação do soluto com a 

sonda, realizou-se teste semelhante utilizando solução de (NH4)2S04. Inicialmente 

coletou-se espectros a partir de soluções com concentrações conhecidas de sal. 

Na Figura 3.28 são apresentados espectros obtidos a partir destas 

soluções, os quais foram utilizados para a construção de um modelo de 

calibração. 

O número de fatores utilizado na calibração foi de 2 e as regiões do 

espectro utilizadas nesse modelo foram de 1199,6 a 1000,9 cm-1 e 1510,1 a 

1359,6 em -1
. O erro padrão médio determinado pela validação cruzada "leave 

one out" foi de 0,01 M. 
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Figura 3.27. Espectros ATR-FTIR a partir de solução de lisozima em tampão 

acetato de sódio 50 mM, pH 4,5 coletados ( _ ) imediatamente após imersão da 

sonda, ( _ ) 6 horas após a imersão da sonda e ( ) a partir de filme seco de 

lisozima aderido sobre a elemento ATR da sonda. 
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Figura 3.28. Espectros de soluções padrão de (NH4)2S04 empregados na 

construção do modelo de calibração. 
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A seguir, a sonda foi imersa em uma solução contendo cerca de 1 ,O M de 

(NH4)2S04 a partir do qual foram coletados espectros ao longo do tempo com 

intervalos de 10 minutos. Os espectros foram interpretados em termos de 

concentração do sal através do modelo de calibração previamente desenvolvido, 

gerando um perfil de concentrações ao longo do tempo (Figura 3.29). O valor 

predito era constante com o tempo corroborando com a suposição de que a 

adsorção protéica foi de fato a razão dos erros de predição das concentrações de 

lisozima e tripsina. 
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Figura 3.29. Verificação da estabilidade da predição de concentração de 

(NH4)2S04 ao longo do tempo através de ATR-FTIR utilizando sonda de ZnSe. 

Desse modo, esses estudos mostraram que, apesar da eficácia do modelo 

de calibração com pouca influência da temperatura mostrando o potencial da 

espectroscopia ART-FTIR para o monitoramento de supersaturação, o sistema foi 

inadequado para o monitoramento da concentração de lisozima ao longo do tempo 

devido a adsorção protéica sobre a sonda. 

Entretanto, como nos estudos de monitoramento pela célula de Ge, 

acredita-se que o experimento realizado com a sonda de ZnSe não invalida a 

aplicação do método para proteínas em geral, sendo que estas moléculas podem 
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apresentar características específicas na interação com diferentes materiais. 

Sugere-se assim, que estudos com outras proteínas ou com outros elementos 

ATR que não promovam adsorção protéica, possibilitariam o uso de ATR FTIR no 

monitoramento da supersaturação dessas moléculas. 

Uma possibilidade da causa da adsorção protéica no elemento ATR de 

ZnSe seria através de ligação de coordenação com o Zn2
+ de modo semelhante 

ao observado na cromatografia IMAC ("lmmobilized Metal lon Chromatography"}, 

na qual proteínas são adsorvidas em uma matriz cromatográfica carregada com 

íons metálicos como Cu2
+, Zn2

+, Ni2+ e Co2
+ (Porath, 1988; Sulkowiski, 1985; 

Vijayalakhmi, 1989). Para a verificação dessa possibilidade sugere-se a adição de 

imidazol no meio de cristalização na tentativa de atenuar a adsorção protéica. 

Nesse caso, deve-se assegurar de que o imidazol não interfira na cristalização da 

proteína. Outra alternativa, além da adição do imidazol, seria o tratamento da 

superficie da sonda com solução de EDTA (ácido etileno-diamino-tetraacético}, 

que, com alto poder quelatante, interagiria com o metal impedindo a adsorção 

protéica. 

3.3 CONCLUSÕES 

A célula de cristalização desenvolvida (reservatório e célula de fluxo 

adaptados a um elemento ATR de Ge) apresentou potencial para estudos de 

cristalização, obtendo sucesso na evaporação para criação de supersaturação, 

assim como no monitoramento in situ de soluções, com medidas ao longo do 

tempo bastante precisas, quando na ausência de cristais. Entretanto, na presença 

de cristais, o monitoramento da solução protéica foi inviabilizado devido à suposta 

interação dos cristais e a superfície de Ge. Embora não tenha ocorrido adsorção 

protéica a partir da solução, a distribuição das moléculas no cristal pode ter 

favorecido a adsorção na superfície do elemento ATR. Experimentos de 

monitoramento de soluções de (NH4)2S04 sem e com cristais deste sal indicaram 

que a simples decantação dos cristais não causa influência significativa sobre as 

medidas a partir da fase líquida. Assim, esses experimentos contribuíram para a 
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hipótese de adsorção dos cristais de lisozima sobre a superfície do cristal de Ge. 

Desse modo, conclui-se que o sistema desenvolvido, apesar do potencial 

demonstrado, não foi adequado para estudos da cristalização de lisozima nas 

condições empregadas nesse estudo. 

Quanto à sonda ATR de ZnSe, esta apresentou vantagem de não sofrer 

influência significativa da temperatura sobre a predição das concentrações de 

lisozima acima de 30 mg/ml gerando possibilidade de o modelo de calibração ser 

aplicado no controle da supersaturação por temperatura. Essa sonda, entretanto, 

apresentou deficiência no monitoramento de soluções de lisozima e tripsina devido 

à provável adsorção protéica no elemento ATR. Dessa forma, apesar do potencial 

da espectroscopia infravermelho, verificou-se que a tendência de proteínas 

interagirem com diferentes materiais pode ser um problema crítico no 

monitoramento in situ de suas soluções com esta técnica. 
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CAPÍTULO 4- MONITORAMENTO DE SUPERSATURAÇÃO DE 

APROTININA ATRAVÉS DE ESPECTROSCOPIA RAMAN 

No presente capítulo são apresentados os estudos de aplicação da 

espectroscopia Raman no monitoramento e controle da supersaturação de 

aprotinina durante cristalização em gota suspensa ("hanging-drop"). A 

possibilidade de se monitorar e controlar processos em escalas reduzidas é 

essencial em estudos envolvendo materiais de alto custo, como proteínas, mesmo 

em estudos visando uma larga escala. Além de baixo consumo de amostra, uma 

outra justificativa deste trabalho ter sido conduzido através de experimentos de 

cristalização em gota suspensa, é o fato de poder servir de base para estudos no 

campo da cristalografia, onde maior parte dos cristais de proteínas são obtidos 

através deste método. 

A escolha de aprotinina para este estudo, como dito anteriormente, se 

baseou na possibilidade de futura aplicação de sua cristalização como processo 

complementar em outros estudos de purificação de aprotinina realizados no LEBp

FEQ-UNICAMP. As condições do meio de cristalização de aprotinina basearam

se em dados de literatura (Lafont et ai., 1994 e 1997; Veesler et ai., 1996) e 

consistiram de soluções acetato de sódio 50 mM pH 4,5 contendo NaCI ou 

(NH4)2S04 como agente redutor de solubilidade. 

As medidas de concentração através da espectroscopia Raman 

basearam-se em um modelo de calibração PLS, que possibilitava a predição 

simultânea das concentrações de aprotinina e de (NH4)2S04. A calibração foi 

desenvolvida com base em um programa computacional quimiométrico, Quant-IR, 

da Applied Systems, EUA, específico para aplicações em espectroscopias. O 

monitoramento da solução em gotas de alguns microlitros foi possível através da 

utilização de uma sonda de fibra óptica, equipada com uma objetiva que permitia 
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focar o feixe de luz incidente sobre objetos de pequenas dimensões. Esta sonda, 

além de permitir medidas em modo remoto, apresentava vantagem de ser um 

sistema não-invasivo, isto é, sem contato entre instrumento e amostra. 

Através destes estudos foi possível determinar a solubilidade de 

aprotinina na presença de NaCI e (NH4)2S04 a partir de gotas de 10 microlitros, 

assim como controlar a supersaturação de aprotinina nessas gotas otimizando o 

crescimento dos cristais. No caso de soluções contendo (NH4)2S04, onde foi 

possível a predição simultânea de concentrações de sal e de proteína na fase 

líquida durante a cristalização, obteve-se indícios de co-cristalização de aprotinina 

e (NH4)2S04. 

Estes estudos foram realizados no laboratório do Prof. Dr. Kris Arvid 

Berglund, na "Michigan State University" (EUA), e geraram a publicação de dois 

artigos no periódico "Crystal Growth & Design", sendo eles: "Raman spectroscopy 

monitoring and control of aprotinin supersaturation in hanging-drop crystallization , 

v 2 , n 4, 263-267, 2002" e "Simultaneous monitoring of protein and (NH4)~0 4 

concentrations in aprotinin hanging-drop crystallization using Raman 

spectroscopy, v 2, n 6, 511-514, 2002". 

As atividades realizadas e os resultados obtidos nesses estudos são 

detalhados e discutidos a seguir. 

4.1 METODOLOGIA 

4.1.1 Materiais e Equipamentos 

Materiais: Foram utilizados neste trabalho aprotinina da Sigma, EUA, 

lamínulas siliconizadas e corante IZIT, da Hampton Research, EUA e demais 

reagentes de, no mínimo, grau analítico. Todas as soluções foram preparadas em 

água ultra-pura, destilada e deionizada e foram filtradas em filtros de acetato de 

celulose, com tamanhos de poros 0,45 J.!m, da Milipore, EUA. A soluções foram 
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filtradas em seringas de 1 ,O ml acoplado a um suporte para filtros com diâmetro de 

25mm. 

Equipamentos e acessórios: Foram utilizados os espectrofotômetros 

Raman Hololab 1000 e Hololab 5000, ambos da Kaiser Optical Sytems, EUA, 

constituídos, respectivamente, por um laser de He-Ne de 30 mW a 632 nm e um 

laser de Nd:YAG de 100 mW a 785 nm. Estes sistemas eram equipados de uma 

camera CCD ("charge-coupled device") e uma sonda de fibra ótica, onde o 

espalhamento era detectado a 180°, fenômeno conhecido como "backscattering". 

A sonda era constituída por uma fibra ótica de excitação que conduzia a radiação 

incidente até a amostra, e por outras seis fibras óticas de coleta, responsáveis 

pela captação da luz espalhada pela amostra e pela condução desta luz até o 

detector. Uma objetiva na extremidade da sonda permitia que o feixe de luz 

incidente fosse focado sobre pequenos objetos, sem necessidade de imersão ou 

contato da sonda com o material analisado. 

A utilização dessa sonda permitiu a obtenção de medidas de modo 

remoto, a partir de pequenas quantidades de material e de modo não-invasivo. 

Para visualização dos cristais utilizou-se um Microscópio óptico da Olympus, EUA 

4.1.2 Cristalização de aprotinina pelo método da gota suspensa 

A cristalização de aprotinina pelo método da gota suspensa foi conduzida 

utilizando-se gotas de 10 Jll de solução que eram depositadas sobre reservatórios 

contendo 20 ml de solução de alta concentração salina. As soluções foram 

preparadas em tampão acetato de sódio 50 mM pH 4,5 e concentrações 

conhecidas de NaCI ou (NH4)2S04. Estas condições se basearam em dados de 

literatura (Lafont et ai., 1994 e 1997; Veesler et a/., 1996). 

Gotas das soluções eram depositadas através de uma pipeta automática 

sobre lamínulas de vidro siliconizadas. O fato de as lamínulas de vidro serem 

siliconizadas, tornando-as hidrofóbicas, evitavam que a gota se espalhasse sobre 

a superfície da lamínula desfazendo a gota. As lamínulas contendo as gotas eram 

então invertidas e posicionadas sobre a extremidade de um reservatório contendo 
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1 O ml de solução com alta concentração salina (Figura 4.1 ). A solução do 

reservatório consistia de uma solução tampão de concentração e pH idênticos 

aos da gota, diferindo, no entanto, pela ausência de proteína e pela maior 

concentração de sal. A lamínula contendo a gota era selada sobre o reservatório 

através de uma película de graxa de silicone aplicada na borda superior do 

reservatório, de modo a garantir ambiente hermeticamente fechado. 

Gota de solução 
_ ___,,... com proteína -----

c;.:=-:f::_:::=--7 ___ Lamínula __ .---~---. 
de vidro 

Reservatório de 
solução com ----- '------' 

alta força iônica 

Figura 4.1. Esquema da metodologia de cristalização em gota suspensa. 

Devido à maior concentração de sal no reservatório, isto é, uma maior 

força iônica, em relação à solução da gota, gerava-se uma diferença entre a 

pressão de vapor nas superfícies das mesmas. Para atingir o equilíbrio, ocorria 

então a evaporação gradual da água da gota para o reservatório levando a gota à 

supersaturação e eventual cristalização. 

Quanto menor a diferença entre as forças iônicas na solução da gota e na 

solução do reservatório, menores eram a taxa de evaporação e supersaturação e, 

consequentemente, maior o tempo para o aparecimento de cristais. Portanto, 

para que a cristalização ocorresse mais rapidamente, aumentava-se a 

concentração do agente precipitante no reservatório, criando assim uma maior 

diferença de pressão de vapor e, consequentemente, uma maior taxa de 
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evaporação e supersaturação. Nesse caso, no entanto, havia o risco de gerar 

uma supersaturação demasiadamente alta causando a precipitação de sólidos 

amorfos ao invés de cristais de estrutura ordenada. 

4.1.3 Certificação da composição dos cristais de aprotinina 

Durante processos de cristalização de proteínas conduzidas em altas 

concentrações de sal é bastante provável ocorrer a cristalização de não somente 

proteína, mas também do sal. Para certificar que os cristais obtidos nos 

experimentos eram de fato cristais de proteína e não de sal, 1 !J.I do reagente IZIT 

era adicionado à gota contendo o cristal. O reagente IZIT consiste de um corante 

específico para identificação de cristais de proteínas. Não se menciona aqui sua 

composição pois ela não é descrita pelo fabricante. A identificação dos cristais 

através da adição deste corante baseia-se no fato de cristais de proteína 

apresentarem alto conteúdo de solvente que se encontra distribuído através de 

canais microscópicos dentro de sua estrutura. Estes canais de solvente permitem 

que o corante permeie através da estrutura do cristal propiciando coloração azul 

ao mesmo. Os cristais de sal, ao contrário, por serem mais compactos não 

permitem a permeação do corante dentro de sua estrutura e, desse modo, não 

mudam de coloração. 

4.1.4 Obtenção dos espectros Raman a partir da gota suspensa 

Na obtenção dos espectros Raman a partir de soluções protéicas foram 

testados inicialmente dois diferentes equipamentos, Hololab 1000 e Hololab 

5000, ambos fornecidos pela Kaiser Optical Systems (EUA) e com configuração 

muito semelhantes, exceto pela fonte de luz utilizada. Em ambos os casos, a 

obtenção dos espectros foi realizada através de uma sonda de fibra óptica 

adaptável à qualquer um dos sistemas. Tal sonda era conectada ao 

espectrofotômetro Raman de modo que radiação era direcionada à amostra em 

modo remoto, permitindo assim coletar espectros a partir da gota suspensa. Na 

Figura 4.2 tem-se um diagrama esquemático do sistema de monitoramento da 
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cristalização em gota suspensa através da aplicação da sonda Raman de fibra 

óptica. O reservatório contendo lamínula e gota era posicionado sob o foco do 

feixo de luz proveniente da sonda. 

Compartimento 

de amostra 
-+ 

JT 

.t 

... 

111-

. 
~ 

Based a sonda 

I 

Sond a de fibra óptica 

Fei xe de laser 

-Got a de solução 

protéica 

Figura 4.2. Diagrama esquemático do sistema de obtenção dos espectros Raman 

durante o monitoramento da cristalização pelo método da gota suspensa. 

Como o espectro Raman é sensível à luz ambiente, a sonda era equipada 

com um compartimento de amostras que envolvia a amostra e a extremidade da 

sonda. Esse compartimento consistia de uma caixa de material opaco com uma 

parede deslizante, a qual permitia que o compartimento fosse aberto para 

introduzir e remover a amostra. O recipiente contendo lamínuta e gota era 

introduzido no compartimento de amostras de modo que o feixe de laser incidisse 

no centro da gota. O compartimento era então fechado e, a seguir, através de 
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movimentação vertical da sonda, ajustava-se a distância entre a sonda e a gota de 

modo a obter o melhor foco e melhor sinal, isto é, maior intensidade dos picos no 

espectro gerado que era observado no monitor de um microcomputador conectado 

ao espectrofotômetro. Uma vez estabelecido o melhor posicionamento da sonda, 

esta era imobilizada até o término do experimento. O procedimento de ajuste do 

foco era fundamental para a reprodutibilidade dos espectros. Uma fotografia do 

sistema constituído pelo espectrofotômetro Hololab 1 000 e a sonda de fibra ótica 

é apresentada na Figura 4.3. Salienta-se que o sistema Hololab 5000 é 

externamente idêntico a este, diferindo apenas internamente pelo fato de 

utilizarem diferentes fontes de iluminação. 

4.1.5 Calibração dos espectros Raman 

Para a construção do modelo de calibração, coletou-se espectros a partir 

de gotas de soluções padrão de aprotinina que eram depositadas uma a uma 

através de uma pipeta automática sobre lamínulas de vidro siliconizado. De 

modo a evitar evaporação a partir da gota durante o tempo de coleta do espectro, 

as lamínulas eram invertidas e seladas sobre um recipiente fechado contendo 

solução tampão nas mesmas condições da solução da gota. 

A calibração utilizada no monitoramento da cristalização de aprotinina foi 

construída a partir de espectros de 20 padrões com concentrações variando de O 

a 100 mg/ml de aprotinina e de O a 2,0 M de (NH4)2S04(soluções tamponadas em 

acetato de sódio 50 mM pH 4,5). O (NH4)2S04 um dos sais utilizados como agente 

precipitante de aprotinina, foi incluído no modelo permitindo a determinação 

simultânea das concentrações de proteína e de sal durante a cristalização. O 

NaCI, também utilizado como agente precipitante de aprotinina neste estudo, não 

foi incluído na calibração uma vez que ele não apresenta sinais de espalhamento 

Raman. O modelo de calibração foi, entretanto, utilizado também para monitorar 

aprotinina em soluções contendo NaCI. O modelo de calibração PLS foi 

construído utilizando o programa computacional QuantiR, da Applied Systems, 

EUA. 
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Figura 4.3. Espectrofotômetro Raman Hololab 1 000 equipado com sonda de fibra 

óptica. 

4.1.6 Determinação de solubilidade de aprotinina 

Gotas de 1 O 111 de solução de aprotinína foram depositadas sobre 

lamínulas de vidro sHiconizado as quais foram a seguir invertidas e seladas sobre 

reservatórios contendo 1 O ml de solução cristalizante. As concentrações iniciais 

das soluções na gota eram de 10 a 70 mg/ml de aprotinina e 1,0 M de NaCI ou 

(NH4)2S04. Nos reservatórios, as concentrações salina das soluções variaram de 
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1 ,4 a 2,6 M no caso de Na CI e de 1,5 a 1,8 M de (NH4)2S04. Reservatório e gota 

foram então mantidos em repouso a temperatura ambiente (24°C) por um período 

de três semanas para formação, crescimento dos cristais e equilíbrio do sistema. 

Após esse período, foram coletados espectros Raman das gotas determinando-se 

a concentração protéica da fase líquida, que foi considerada como a solubilidade 

de aprotinina na condição específica. 

4.1.7 Monitoramento da cristalização de aprotinina em gota suspensa 

Nos estudos de monitoramento da cristalização, espectros a partir da gota 

eram coletados ao longo do tempo durante todo o processo de formação dos 

cristais. A sonda Raman era posicionada sobre a gota suspensa de solução de 

aprotinina, e espectros eram coletados em intervalos de tempo determinados. 

Através do modelo de calibração, os espectros coletados durante o processo 

permitiram monitorar a mudança da composição da fase líquida da gota com o 

tempo, isto é, as concentrações de aprotinina e também do agente precipitante, no 

caso de (NH4)2S04, durante as etapas de evaporação e crescimento dos cristais. 

Devido ao pequeno volume da gota, era inevitável que algum cristal em 

crescimento surgisse no caminho do feixe de luz incidente. Neste caso, a partir de 

características do espectro era possível dizer se fase líquida ou sólida estava 

sendo monitorada. O espectro da fase sólida apresentava picos significativamente 

maiores que o espectro a partir da solução. Sendo assim, através de visualização 

do espectro, detectava-se quando algum cristal se encontrava no caminho do feixe 

de luz. Quando isso ocorria, mudava-se a posição do reservatório contendo 

lamínula e gota, buscando posicionar novamente o feixe sobre a fase líquida fora 

da direção onde havia cristais. 
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4.2 RESULTADOS 

4.2.1 Obtenção e análise dos espectros Raman de soluções de aprotinina e 

Para a obtenção dos espectros Raman de aprotinina foram avaliados 

inicialmente dois instrumentos, o Hololab Series 1000 equipado com um laser He

Ne com comprimento de onda de 632 nm e o Hololab Series 5000 constituído por 

um laser Nd:YAG com comprimento de onda de 785 nm. 

Os espectros de soluções de aprotinina e (NH4)2S04 obtidos através de 

cada um dos sistemas são apresentados na Figura 4.4. 

As diferenças que se observam a primeira vista entre os dois espectros é 

que o espectro a 632 nm apresenta uma significativa inclinação da linha de base, 

e somente o espectro a 785 nm apresenta uma banda em aproximadamente 1340 

cm·1. 

O espalhamento a 1340 cm·1 é proveniente das lamínulas de vidro 

siliconizado utilizadas para suportar as gotas a partir das quais foram coletados os 

espectros. 

Na Figura 4.5 é apresentada uma ampliação de parte do espectro 

apresentado na Figura 4.4, para melhor visualização dos picos de proteína. 

Observa-se que o espectro a 785 nm apresentou maior sensibilidade em relação a 

algumas bandas da proteína, corroborando assim com a afirmação da literatura 

(Schrader, 1995) sobre a vantagem em se utilizar uma fonte de excitação com 

freqüência próxima ou dentro da faixa do infravermelho. 

Desse modo, devido a superioridade de detecção dos espectros, o 

sistema Hololab 5000 com fonte de iluminação a 785 nm foi selecionado para a 

continuação do presente estudo. 
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Figura 4.4. Espectros Raman de solução de aprotinina 100 mg/ml em tampão 

acetato de sódio 50 mM pH 4,5 na presença de (NH4)2S04 1 ,O M obtidos através 

de fontes de excitação de He-Ne a 632 nm (-)e de Nd:YAG a 785 nm (-). 
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Figura 4.5. Espectros Raman de solução de aprotinina 100 mg/ml em tampão 

acetato de sódio 50 mM a pH 4,5 na presença de (NH4)2S04 1 ,O M obtidos através 

de fontes de excitação a (- ) 632 nm e (-) 785nm. As bandas marcadas 

com asterisco (*) são referentes ao (NH4)2S04; demais bandas são referentes à 

aprotinina. 
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Feita a seleção do laser, foram então estabelecidos os parâmetros para a 

coleta dos espectros. Cada espectro coletado consistiu da média de 10 

aquisições obtidas em 5 s de exposição, com resolução de 8 cm-1
. Normalmente, 

elevando o número de aquisições e o tempo de exposição e reduzindo a 

resolução, pode-se melhorar a qualidade dos espectros, diminuindo a influência de 

ruídos. Entretanto, com o aumento do tempo de exposição e número de 

aquisições aumenta-se significativamente o tempo de coleta de cada espectro. 

No caso dos espectros de aprotinina, foram avaliados números de aquisições, 

resolução e tempos de exposição diferentes dos valores mencionados, não se 

tendo observado nenhuma melhora significativa dos espectros. Dos espectro 

obtidos, as regiões de interesse, isto é, aquelas contendo bandas de aprotinina e 

(NH4)2S04 são apresentadas na Figura 4.6. 
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Figura 4.6. Regiões dos espectros Raman de soluções de aprotinina (-) e 

aprotinina-(NHJ2S04 (--)em tampão acetato de sódio 50 mM a pH 4,5 e 24 °C. 

Concentração de aprotinina: 100 mg/ml em ambas as soluções. Concentração de 

(NH4)S04: 1,0 M. As bandas a 450, 620, 980 e 1110 cm-1 marcadas com 

asteriscos (*) são referentes ao (NH4)zS04. Demais bandas são referentes a 

aprotinina. 

Comparando-se os espectros de somente aprotinina e da mistura 

aprotinina-(NH4)2S04, identificou-se picos referentes à proteína e picos referentes 
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ao sal. A identificação dos picos em relação a cada molécula é apresentada na 

legenda da figura. 

O número de vibrações de uma molécula assim como sua atividade na 

espectroscopia Raman, podem ser previstas a partir de estudos da simetria da 

molécula. Para moléculas protéicas que caracterizam-se por apresentar estrutura 

polimérica resultante da combinação entre vinte diferentes monômeros 

(aminoácidos), tal análise se torna extremamente complexa. Entretanto, alguns 

tratamentos teóricos baseando-se em moléculas modelo têm sido utilizados 

visando identificar os principais modos vibracionais de proteínas. 

Ârêas e Kawano (1991) apresentam em seu trabalho espectros 

vibracionais de algumas proteínas especificando os picos presentes nos espectros 

em relação à estrutura macromolecular. Os espectros de aprotinina aqui obtidos 

apresentaram semelhanças aos espectros apresentados por Arêas e Kawano, 

como por exemplo, a banda a 510 cm·1 referente a pontes de dissulfeto, S-S, 

muito típico em espectros de proteínas, o dubleto de tirosina a 830 e 860 em·\ a 

banda a 930 cm-1 referente às estruturas a-hélice, as vibrações de estiramento 

C-S próximo de 640 cm·1 e a banda a 1005 cm-1 referente ·as bandas de 

fenilalanina. 

4.2.2 Calibração dos espectros Raman de soluções de aprotinina e 

Baseando-se no fato do (NH4)zS04 apresentar bandas no espectro 

Raman, desenvolveu-se um modelo de calibração para a determinação simultânea 

de aprotinina e de (NH4)zS04. Para a construção do modelo de calibração, 

coletou-se espectros de 20 padrões contendo de O a 100 mg/ml de aprotinina e O 

a 2,0 M de (NH4)zS04 em tampão acetato de sódio 50 mM pH 4,5 a 24°C. 

A calibração foi realizada através do modelo PLS utilizando o programa 

computacional Quant IR da Applied Systems, EUA. A construção do modelo 

consistiu em alimentar o programa computacional com os espectros dos padrões, 

especificando para cada espectro as concentrações de aprotinina e (NH4)2S04. 
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Uma vez especificados os espectros dos padrões, selecionou-se as regiões dos 

espectros de interesse para a calibração, isto é, aquelas contendo picos relativos 

aos solutos a serem quantificados. 

Desse modo, as regiões do espectro selecionadas para a calibração foram 

410-535 cm-1, 825-880 em·\ 924-955 cm·1
, 1025-1050 em·\ 1080-1178, 1204-

1230 cm·1, e 2880-2980 cm·1 incluindo, portanto, os picos a 510 em·\ 830 cm·1, 

860 cm·1, 930 em·\ 1030 em·\ 1210 cm·1 e 2940 cm·1 provenientes da aprotinina e 

os picos a 450 cm·1 e 111 O cm·1, provenientes do sal (Figura 4.6). 

Os picos a 620 cm·1 e 640 cm·1 provenientes do sal e da proteína, 

respectivamente, não foram incluídos na calibração devido a estarem parcialmente 

sobrepostos. Quando os picos de dois componentes se sobrepõem, ambos os 

picos podem influenciar a quantificação dos respectivos componentes, pois os 

picos podem sofrer interferência mútua. 

Pelo mesmo motivo, foram também excluídos os picos a 980 cm·1 

referente ao sulfato e 1005 cm·1 referente à proteína. Em alguns casos, apesar de 

não ser o ideal, bandas intercaladas são utilizadas em modelos de calibração. Isso 

ocorre principalmente na ausência de outras bandas, o que não é o caso dos 

espectros aqui apresentados. 

Na calibração PLS é necessário ainda definir o número de fatores, isto é, o 

número de componentes principais. No modelo de calibração é aconselhável que 

se utilize um número mínimo de fatores, número este, sugerido pelo programa 

computacional através dos gráficos de PRESS (Figuras 4. 7 e 4.8). 

Nesse caso, os gráficos indicaram que 3 (três) fatores é o número 

adequado para o modelo, tanto para a aprotinina como para o sal. O modelo de 

calibração desenvolvido apresentou boa precisão com erro padrão médio de 0,55 

mg/ml de aprotinina e 0,03 M de sal, ambos determinados pelo método "leave one 

out cross validation". Os gráficos da validação, um para cada componente da 

amostra são apresentados nas Figuras 4.9 e 4.1 O. 
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Figura 4.7 Gráfico de PRESS obtido no modelo de calibração PLS para predição 

de aprotinina em soluções acetato de sódio 50 mM, pH 4,5 através de espectros 

Raman. 
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Figura 4.8. Gráfico de PRESS no modelo de calibração para predição de 

(NH4)2S04 em soluções acetato de sódio 50 mM, pH 4,5 através de espectros 

Raman. 
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Figura 4.9. Validação cruzada "leave one out" na predição de aprotinina em 

soluções acetato de sódio 50 mM, pH 4,5 através do modelo de calibração PLS de 

espectros Raman. 
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Figura 4.10. Validação cruzada "leave one our na predição de (NH4)~04 em 

soluções acetato de sódio 50 mM, pH 4,5 através do modelo de calibração PLS de 

espectros Raman. 
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Como dito anteriormente, o NaCI não foi incluído nas soluções padrões 

usadas na construção deste modelo de calibração, uma vez que este sal não 

apresenta atividade em espectroscopia Raman. Contudo, o modelo de calibração 

baseado em soluções de aprotinina e (NH4)2S04 foi utilizado para medidas de 

concentração de aprotinina em soluções contendo NaCI, com a mesma precisão 

apresentada em medidas a partir de soluções contendo (NH4)2S04 (dados não 

apresentados). 

4.2.3 Determinação de solubilidade de aprotinina a partir de cristalização 

em gota suspensa 

Determinou-se a solubilidade de aprotinina na presença de NaCI e 

(NH4)2S04 a partir de gotas de 10 ~ti de solução (Figura 4.11). Os experimentos 

foram realizados em triplicata, sendo que as barras de erro na Figura 4.11 

representam a amplitude dos dados resultantes de cada triplicata. 
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Figura 4.11. Solubilidade de aprotinina a 24 °C na presença de NaCI (•) e 

(NH4)2S04 (o). Soluções preparadas em acetato de sódio 50 mM pH 4,5. As 

barras de erros referem-se à amplitude dos dados resultantes de cada triplicata. 
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Os erros experimentais em valores absolutos foram de no máximo 

7 mg/ml equivalente a um erro de 15% em relação ao respectivo valor médio. Na 

calibração o erro padrão médio detenminado na validação foi de 0,5 mg/ml. Em 

termos de erros percentuais, estes foram de até 35% e maiores para valores mais 

baixos de concentração. Esse comportamento foi semelhante ao observado no 

modelo de calibração, onde os erros percentuais atingiram cerca de 35% em 

valores de concentração abaixo de 1 O mg/ml. 

Na presença de ambos os sais, a solubilidade de aprotinina decresceu 

com o aumento da concentração do sal, corno era esperado. A solubilidade de 

aprotinina na presença de NaCI foi razoavelmente próxima da solubilidade 

detenminada por Lafont et a/. (1994). Os valores detenminados no presente estudo 

foram 43, 7; 17,5; 7,1; 6,4 e 6,0 mg/ml de aprotinina na presença de 1,4 ; 1, 7 ; 2,0 ; 

2,3 e 2,6 M de NaCI, respectivamente. Os valores apresentados por Lafont et a/. 

(1994) foram de 44; 15; 5 e 3 mg/ml de aprotinina na presença de 1,4; 1,7; 2,0 e 

2,3 M de NaCI, respectivamente. Esses dados mostraram não somente a 

confiabilidade da metodologia no monitoramento da fase líquida sem interferência 

da fase sólida, corno também a precisão na análise utilizando volumes da ordem 

de microlitros, facilitando estudos de cristalização de moléculas de alto custo. 

4.2.4 Certificação da composição dos cristais de proteína 

Em determinadas condições experimentais ocorreu a fonmação cristais de 

aprotinina de dois diferentes fonmatos, sendo um deles em fonma de bastão 

semelhante aos cristais de (NH4)2S04, levantando assim a dúvida sobre sua 

compostçao. Para certificar que os cristais obtidos nos experimentos eram 

aprotinina e não sal, 1 J..LI de IZIT foi adicionado à gota contendo o cristal. 

A Figura 4.12. apresenta as fotomicrografias de uma gota (A) com cristais de 

aprotinina e uma gota (8) com cristais de (NH 4 )~04, ambos após adição do 

corante. Após a adição de corante, com os cristais adquirindo coloração azul 

confinmou-se que estes eram compostos de proteína. Na gota 8, observa-se que 
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Figura 4.12. Fotomicrografia das gotas "A", contendo cristais de aprotinina, e "8" 

contendo cristais de (NH4)zS04, ambas após adição de 1 ,O J.tl de IZIT. Os cristais 

de aprotinina na gota A foram obtidas em meio tampão acetato de sódio 50 mM, 

pH 4,5 na presença de (NH4)zS04. 

os cristais de sal não absorvem o corante e permanecem incolores. Isso ocorre 

devido à estrutura mais compacta dos seus cristais em relação aos cristais de 

proteína com estrutura porosa apresentando microdutos de solvente. 

4.2.5 Monitoramento in situ da cristalização em gota suspensa de aprotinina 

porespectroscopia Raman na presença de (NH4)2S04 

Uma vez estabelecida a metologia de obtenção dos cristais de aprotinina 

pelo método da gota suspensa e desenvolvido o modelo de calibração para 

predição da concentração desta proteína, foram realizados experimentos visando 

o monitoramento da fase liquida na gota, ao longo de todo o processo de 

cristalização de aprotinina. 

Uma gota de 10 J.tl de solução 30 mg/ml de aprotinina e 1,26 M de 

(NH4)2S04 foi depositada sobre uma lamínula de vidro siliconizada a qual foi 

invertida e selada sobre reservatório com 1 O ml de solução cristalizante contendo 

2,2 M de (NH4)zS04. Com a .sonda de fibra óptica tocada sobre a gota, coletou-se 

espectros Raman da solução na gota continuamente durante etapas de 
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evaporação, cristalização e equilíbrio. Desse modo, obteve-se os perfis da 

variação das concentrações de aprotinina e sal durante a cristalização (Figura 

4.13). 
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Figura 4.13. Perfis de concentrações no monitoramento de aprotinina e 

(NH4)2S04 durante cristalização em gota suspensa a 24 °C. (•) concentração de 

aprotinina (x 1 0+3
); ( <>) concentração de (NH4)2S04. Soluções na gota e no 

reservatório tamponadas em acetato de sódio 50 mM pH 4,5. Concentração de 

sat no reservatório~ 2,2 M. 

Observa-se que as concentrações de proteína e sal aumentaram 

gradualmente no início do processo. Esse aumento de concentrações refere-se à 

evaporação da gota. Após cerca de 500 minutos, observa-se uma diminuição da 

concentração indicando o início da cristalização. Com a formação e crescimento 

dos cristais, a concentração na fase líquipa diminui, pois o soluto se transfere 

desta para a fase sólida. Nos perfis de concentração observa-se que a 

concentração diminuiu continuamente até o equilíbrio ser atingido, por volta de 

1000 minutos. A taxa da diminuição das concentrações é mais acentuada no 

início, se amenizando ao se aproximar da condição de equilíbrio. Nessa fase 

próxima do equiJíbrio, observa-se ums certa dispersão dos dados, possivelmente, 

devido à interferência dos cristais sobre as medidas espectrais. Os dados da 
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Figura 4.13 podem ser visualizados em termos de diagrama de solubilidade, 

plotando-se as concentrações de proteína versus concentração de sal juntamente 

com a curva de solubilidade (Figura 4.14). 

50 

] 

~~ 
O> 40 .s 
"' )K )K ' .5 

)K:tli: ' c: 
30 ' e )K ' ' c. ' "' ' "' ' 

"O 20 "' o 
"" "' ~ 10 "' o 
c: 
o 
(.) 

o 
1,25 1,35 1,45 1,55 1,65 1,75 1,85 

Concentração de (NH4),S04 (M) 

Figura 4.14. Diagrama de solubilidade no monitoramento da cristalização em gota 

suspensa de aprotinina na presença de (NH4)2S04 a 24 °C. Soluções tamponadas 

em acetato de sódio 50 mM pH 4,5. Concentração de sal no reservatório: 2,2 M. 

Observa-se que na fase inicial, as concentrações de proteína e sal 

aumentam proporcionalmente devido à evaporação da gota. A um certo ponto 

ultrapassa-se o limite de solubilidade levando a solução da gota à supersaturação. 

Na região de supersaturação, as concentrações continuam a aumentar até a 

formação e crescimento dos cristais, quando ocorre uma diminuição da 

concentração protéica (linha tracejada) caracterizando a fase de cristalização. 

Esta linha é composta pelas concentrações de proteína na gota durante a 

cristalização versus a concentração de sal no instante em que se iniciou a 

cristalização. Embora a concentração de sal não tenha sido de fato constante 

durante a etapa de cristalização, na Figura 4.14 representou-se a etapa de 

cristalização a um valor constante de sal, uma vez que esta ilustra melhor a 

informação em termos práticos, isto é, informa a concentração de agente 
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precipitante no momento em que a proteína, componente alvo, começou 

cristalizar, diminuindo assim sua concentração na fase líquida até atingir o 

equilíbrio. 

O fato inesperado de não só a concentração de proteína mas também a 

concentração de sal diminuir durante cristalização, foi interpretado como uma 

indicação da co-cristalização de aprotinina e (NH4)2S04, fenômeno discutido no 

tópico a seguir. Além da indicação inesperada da co-cristalização de aprotinina e 

(NH4)2S04, estes resultados mostraram o sucesso da metodologia de 

monitoramento da fase líquida gota durante todo o processo. 

4.2.6 Co-cristalização de aprotinina e (NH4)~04 

Como indicado na Figura 4.13, durante cristalização de aprotinina na 

presença de (NH4)2S04 não somente a concentração de proteína, mas também a 

concentração de sal diminuiu na fase líquida. A diminuição da concentração de 

proteína era esperada com sua transferência da fase líquida para a fase sólida. A 

diminuição de sal, no entanto, era inesperado e, inicialmente, levou à hipótese da 

cristalização do sal juntamente à cristalização de aprotinina. Esta suposição, no 

entanto, foi descartada através do teste com IZIT, uma vez que, todos os cristais 

adquiriram coloração azul com a adição do corante indicando que estes eram 

constituídos de proteína. 

A hipótese remanescente era então a de que (NH4)2S04 interagia com as 

moléculas de aprotinina durante o crescimento dos cristais, participando na 

composição destes. O fenômeno em que duas moléculas participam na 

composição de um cristal em crescimento é referido como co-cristalização. 

A co-cristalização de proteína e sal não se apresenta como alvo nos 

estudos de cristalização de proteínas relatados na literatura, embora seja 

mencionada a presença de íons de sais durante refinamento da estrutura 

cristalina. Em observações feitas por Hamiaux et ai. (2000) sobre o refinamento 

dos cristais de aprotinina formados na presença de (NH 4 )~04 identificou-se a 

presença de decâmeros de proteína intermediados por íons sulfato. Hamiaux et 
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ai. (2000) observaram que na presença de (NH4)2S04 em altas concentrações, a 

aprotinina apresentava tendência a formação de decâmeros em solução, estando 

esses decâmeros presentes nos cristais, onde foram identificados cinco íons 

sulfato localizados exatamente na interface entre dois pentâmeros. 

A interação de sais e proteínas é típica, especialmente em soluções com 

alta concentração protéica. Essa interação, entretanto, é preferencialmente 

observada com sais caotrópicos, sendo que, sais não-caotrópicos, como o 

(NH4)2S04 aqui utilizado, interagem preferencialmente com a água, favorecendo o 

"salting-out" e sendo, por esta razão, utilizados na cristalização de proteínas 

(Scopes, 1994). Por outro lado, um recente estudo sugeriu que 37% de um grupo 

de proteínas cristalizadas na presença de íons sulfato e fosfato apresentavam íons 

do respectivo sal nas interfaces dos cristais (Yer et a/., 2000). 

A presença de íons de sais é muitas vezes subentendida como parte da 

composição dos canais de solvente remanescente na estrutura do cristal, não 

tendo necessariamente desempenhado papel significativo na cristalização. 

Existem, entretanto, diferentes pontos de vista sendo que alguns estudos indicam 

que íons de sais são essenciais na formação da estrutura dos cristais de 

proteínas. Yer et a/., 2000, por exemplo, sugerem que cristais de proteínas em 

geral apresentam sítios de interações moleculares com íons de sal. Esses 

estudos baseiam-se em resultados estatísticos e a falta de evidências concretas 

não permitem uma comprovação dessa suposição. Certamente, a análise de 

mapas de densidade eletrônica obtidos através de difração de raios-X poderiam 

contribuir na identificação de íons de sal na estrutura do cristal. Mas o fato é que 

na grande maioria dos casos, durante a resolução das estruturas é muito difícil 

diferenciar moléculas de água e íons de sal (Yer et a/., 2000). 

De forma semelhante aos fatos aqui observados, no trabalho realizado por 

Elgersma et ai. ( 1992), é relatada a observação da diminuição na concentração de 

íons cr durante a cristalização de lisozima, sendo essa diminuição concomitante 

com o crescimento dos cristais. Os autores relatam as razões entre íons cr por 

molécula de lisozima, da ordem de 10± 6 a 5 oc e 4 :t 3 a 35 oc. 
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Baseadas em medidas de proteína e sal durante etapa de cristalização de 

aprotinina neste estudo, estimou-se a razão entre as quantidades de proteína e de 

(NH4)2S04 consumidas a partir da fase líquida. Duas gotas, A e B , contendo 50 e 

30 mg/ml de aprotinina, respectivamente, e 1 ,2 M de (NH4)2S04 foram depositadas 

sobre reservatórios contendo 2,2 M de (NH4)2S04. Os perfis das concentrações 

de aprotinina e sal em ambas as gotas durante etapa de evaporação é 

apresentado juntamente à curva de solubilidade na Figura 4.15. A gota A, com 

maior concentração inicial de proteína atingiu uma maior supersaturação durante o 

curso da evaporação. 
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Figura 4.15. Estágio de evaporação a 24 oc de duas gotas A e B contendo 

inicialmente 50 e 30 mg/ml de proteína, respectivamente, e 1 ,2 M de (NH4)zS04. 

Ambas as gotas foram suspensas sobre reservatórios contendo 2,2 M de sal. 

Gota e reservatório foram tamponados com solução de acetato de sódio 50 mM 

pH4,5. 

O decréscimo das concentrações em ambas as gotas durante a etapa de 

cristalização é apresentada na Figura 4.16 onde se observa que o decréscimo na 

concentração de proteína foi linearmente proporcional ao decréscimo da 

concentração de sal para ambas as gotas, A e B. A razão dos decréscimos, 

entretanto, foi diferente para cada gota: 6,15 x 10-3 para a gota A e 3,80 x 10-3 
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para a gota B. Uma possível causa para as razões variarem de uma gota para 

outra é a proporção de proteína e sal disponíveis na solução: quanto maior a 

proporção de proteína em relação ao sal, maior foi a razão entre número de mols 

de proteína e de sal deixando a fase líquida e agregando ao cristal. 

0,012 

5 0,010 
A 

., 
c: ·c: 0,008 . 
"" 

o 
e 
o. 
"' 0,006 
" 

B 
'O 
o 
"" 0,004 <> 
!!! c 
" " 0,002 c: 
o 
(.) 

0,000 

1,6 1,4 1,2 0,8 0,6 0,4 0,2 

Concentração de {NH4},S04 {M) 

Figura 4.16: Decréscimo da concentração de aprotinina e (NH4)2S04 na gota 

durante etapa de cristalização. Coeficientes angulares: 6,15 x 10-3 moles de 

aprotinina/moles de (NH4)2S04 para a gota A (correlação R2 = 0,995) e 3,80 x 10-3 

moles de aprotinina/moles de (NH4)2S04 para a gota A (correlação R2:0,986). 

Através do inverso dos coeficientes determinados, estimou-se as razões 

entre os números de mols de sal por mols de proteína presentes nos cristais, que 

foram 162 e 263 moles de sal por moi de aprotinina, nas gotas A e B, 

respectivamente. Comparando com as observações de Elgersma et ai. (1992) e 

de Hamiaux et a/. (2000), esses valores apresentam-se na ordem de dezenas de 

vezes maior. Uma hipótese é de que nem todo o sal que deixou o seio da fase 

líquida tenha sido convertido à fase sólida. Supõe-se que parte do sal apenas 

migrou para a proximidade dos cristais formando uma camada com alta 
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concentração de sal, sendo esta variável de acordo com o tamanho dos cristais e 

quantidade de canais de solvente no interior dos cristais. 

4.2.7 Efeito da taxa de evaporação na cristalização de aprotinina e sua 

aplicação no controle da supersaturação 

A taxa de evaporação é um parâmetro de grande impacto na cristalização 

de proteínas pois ela tem efeito duplo sobre a supersaturação. A evaporação 

eleva a concentração de não apenas proteína, mas também do sal, agente redutor 

de solubilidade. Neste estudo, avaliou-se inicialmente o efeito da aplicação de 

diferentes taxas de evaporação sobre a cristalização de aprotinina e a seguir 

demonstrou-se a possibilidade de controle da supersaturação através da taxa de 

evaporação. Os experimentos foram conduzidos em gotas suspensas, onde, as 

taxas de evaporação eram controladas através de diferenças de força iônica entre 

a gota e o reservatório. 

Nos estudos de avaliação do efeito de diferentes taxas de evaporação, 

duas gotas A e B de uma solução 14 mg/ml de aprotinina e 1,4 M de NaCI em 

tampão acetato de sódio 50 mM pH 4,5 foram suspensas sobre reservatórios 

contendo, respectivamente, 3,0 e 2,6 M de NaCI no mesmo tampão. Ambas as 

gotas foram monitoradas através de espectroscopia Raman. 

A gota A, submetida a uma maior diferença de pressão de vapor, 

apresentou maior taxa de evaporação e, consequentemente, maior taxa de 

aumento de concentração como podemos observar no perfil de concentração na 

Figura 4.17. Monitorou-se apenas a variação da concentração protéica, pois 

NaCI não apresenta bandas Raman. 

Para determinação do perfil de concentrações de proteína versus sal 

(Figura 4.18) estimou-se as concentrações de NaCI a partir da taxa de variação da 

concentração de proteína: através dessa se conhecia a taxa de evaporação usada 

para estimar a taxa de concentração de NaCI. 
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Figura 4.17. Perfil de concentrações no monitoramento de cristalização em gota 

suspensa de aprotinina na presença de NaCI a 24 °C. Solução tamponada em 

acetato de sódio 50 mM a pH 4,5. Concentração de sal no reservatório: 3,0 M na 

gota A ( Ã) e 2,6 M na gota B (o). 
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Figura 4.18. Diagrama de solubilidade no monitoramento de supersaturação de 

aprotinina durante cristalização em gota suspensa na presença de NaCI a 24 °C. 

Solução tamponada em acetato de sódio 50 mM pH 4,5. Concentração de sal no 

reservatório: 3,0 M na gota A ( Ã) e 2,6 M na gota B (D). 
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As setas na Figura 4.18 representam as etapas de crescimento dos 

cristais, com consequente diminuição na concentração protéica nas gotas. A seta 

indica a concentração de sal em que foi detectado o início da cristalização e não é 

representativa quanto 'a concentração de sal durante a etapa de crescimento, 

como mencionado anteriormente para a Figura 4.14. 

No diagrama de solubilidade, observa-se que a gota A atingiu maior 

supersaturação que a gota B e, assim, a gota A gerou uma população maior de 

cristais que a gota B, como esperado (Figuras 4.19 e 4.20). 

Quanto aos tamanhos dos cristais, poderia se esperar que os cristais na gota B, 

compondo uma população menor, pudessem atingir dimensões maiores. Isso, no 

entanto, não ocorreu: os cristais gerados nas gotas A e B apresentaram 

dimensões semelhantes, cerca de 200 Jlm. O crescimento dos cristais na gota B 

foi provavelmente interrompido devido o esgotamento de soluto na fase líquida. 

A gota B, como visto no diagrama de solubilidade (Figura 4.18), atingiu uma 

supersaturação máxima próxima do limite de solubilidade o que significa que havia 

uma quantidade pequena de soluto disponível na solução para o crescimento dos 

cristais antes de se atingir o limite de solubilidade. Assim, com a formação e 

crescimento dos cristais o soluto se esgotou rapidamente: a baixa supersaturação 

propiciou um crescimento limitado. 

Estes resultados destacam a necessidade de controle da supersaturação, 

mantendo-a em um nível suficientemente baixo para evitar nucleação excessiva, 

mas alto o suficiente para propiciar o crescimento dos cristais. 

O controle da supersaturação de proteínas através de taxas de 

evaporação foi alvo de alguns estudos, como nos trabalhos realizados por Wilson 

et ai. (1991) e Wilson e Suddath (1992) que desenvolveram um sistema visando o 

controle da evaporação através de passagem controlada de corrente de N2 ao 

redor da gota. Nesse sistema, a gota era monitorada através da condutividade 

medida por pequenos eletrodos de platina calibrados com gotas de conhecidas 

concentrações de sal. 
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BIBLIOTECA 
SEÇÃO CIRCULAN 

Figura 4.19: Cristais de aprotinina obtidos na gota A pelo método da gota 

suspensa a 24 °C na presença de NaCI. Condição inicial: 14 mg/ml de aprotinina 

e 1,4 M de NaCI na gota e 3,0 M de NaCI no reservatório. Solução acetato de 

sódio 50 mM a pH 4,5. 

Figura 4.20: Cristais de aprotinina obtidos na gota B pelo método da gota 

suspensa a 24 °C na presença de NaCI. Condição inicial: 14 mg/ml de aprotinina 

e 1 ,4 M de NaCI na gota e 2,0 M de NaCI no reservatório. Solução acetato de 

sódio 50 mM pH 4,5. 
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Através desse sistema os autores demonstraram ser possível o controle 

da supersaturação através da taxa de evaporação evitando a nucleação excessiva 

e favorecendo a obtenção de cristais maiores. 

No presente trabalho demonstrou-se também o controle da evaporação, 

realizada através de manipulação da concentração de sal no reservatório. Através 

do aumento da concentração do sal no reservatório proporcionava-se a 

evaporação da gota elevando a supersaturação e, através da diminuição da 

concentração de sal no reservatório era possível interromper a evaporação. A 

descrição e os resultados destes estudos são discutidos a seguir: 

Uma gota com 14 mg/ml de aprotinina e 1 ,4 M de NaCI foi depositada 

sobre uma lamínula de vidro siliconizada que foi, a seguir, invertida e selada na 

extremidade de um reservatório contendo 10 ml de solução 3,0 M de NaCI a 

24°C. Ambas as soluções, da gota e do reservatório, foram preparadas em 

tampão acetato de sódio 50 mM pH 4,5. O reservatório era equipado com canais 

para entrada e saída de solução permitindo a troca do líquido no seu interior sem 

remoção da lamínula, evitando distúrbios ao sistema. 

A modificação da solução do reservatório era realizada de acordo com 

eventos ocorrentes na solução da gota, eventos esses observados a partir das 

medidas de concentração de aprotinina ao longo do tempo, obtidas através de 

espectros Raman coletados durante todo o processo, ou em termos do diagrama 

de solubilidade. 

A variação da concentração de aprotinina na gota ao longo do tempo é 

apresentada na Figura 4.21, onde se tem ainda a concentração de sal no 

reservatório que foi modificada de acordo com o andamento da cristalização. A 

variação da concentração em termos do diagrama de solubilidade é apresentada 

na Figura 4.22. A observação simultânea de ambas as Figuras em cada etapa do 

processo permite uma melhor compreensão do processo global. 

No primeiro estágio do processo, com uma concentração de 3,0 M de sal 

no reservatório, a concentração de aprotinina foi aumentada gradativamente em 

conseqüência de evaporação (estágio A, Figura 4.21 ). A duração deste estágio foi 

de 600 minutos. A supersaturação da gota ao final desse estágio corresponde ao 
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Figura 4.21. Perfil de concentrações de aprotinina na gota ( •10+3
) e de NaCI no 

reservatório (-) durante cristalização com evaporação controlada. Gota e 

reservatório foram tamponados com acetato de sódio 50 mM pH 4,5. Experimento 

conduzido a 24 °C. 

0,0045 ,...-~~--------------------, 

~ 0,0035 

"' c c 
15 
~ 

o. 0,0025 
"' ., 
"' o E .., 
"' f!! 0,0015 

F c ., 
o 
c 
o 
o 0.0005 

1,5 1,6 1,7 1,8 1,9 2,0 2,1 

Concentração de NaCI (M) 

Figura 4.22: Diagrama de solubilidade: cristalização em gota suspensa de 

aprotinina com controle de supersaturação. Condição inicial da gota: 14 mg/ml de 

aprotinina e 1.4 M de NaCI em acetato de sódio 50 mM a pH 4,5. Solução no 

reservatório variante entre 1,8 e 3,0 M de NaCI. 
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final do segmento A do perfil apresentado na Figura 4.22. Neste instante, a 

concentração de NaCI na solução do reservatório foi reduzida de 3,0 para 1 ,8 M, 

que correspondia à concentração estimada de sal (em função da concentração de 

aprotinina) na gota naquele momento. Estabelecendo-se, assim, uma mesma 

concentração de sal na gota e reservatório, gerava-se um equilíbrio da pressão de 

vapor sobre gota e reservatório interrompendo a evaporação a partir da gota. 

Com a evaporação interrompida, cessava-se o aumento da 

supersaturação, favorecendo assim o crescimento dos cristais existentes e 

evitando formação de novos núcleos. Na medida em que os cristais cresciam, a 

concentração na fase líquida diminuía (estágio B, Figura 4.21) e a solução da gota 

era desupersaturada se aproximando do limite de solubilidade (segmento B, 

Figura 4.22). Nesse instante, era estabelecido um equilíbrio na gota e o 

crescimento era interrompido. 

Para favorecer a continuidade do processo, a solução do reservatório foi, 

mais uma vez, substituída, restabelecendo-se a concentração de sal em 3,0 M 

(estágio C, Figura 4.21). Com o aumento da concentração de sal, a evaporação 

foi mais uma vez estimulada, elevando-se a concentração de proteína na gota. 

Dessa forma a solução da gota foi novamente supersaturada (segmento C, Figura 

4.22). Ao final desse estágio, substitui-se novamente a solução do reservatório, 

equilibrando a concentração de sal com a solução da gota, que foi estimada em 

1,9 M de NaCI (estágio D, Figura 4.21). Cessando a evaporação permitiu-se o 

crescimento adicional dos cristais existentes até que a solução fosse novamente 

esgotada pela desupersaturação (segmento D, Figura 4.22). 

Mais uma vez, estimulou-se a evaporação através de aumento de sal no 

reservatório aumentando-se levemente a concentração na gota (estágio E, Figura 

4.21). No último estágio, F, a concentração de sal no reservatório foi reduzida 

para 2,0 M favorecendo o crescimento dos cristais que atingiram dimensões de 

600 J.lm (Figura 4.23). 

· Estes cristais apresentaram tamanhos três vezes maiores em relação 

aos cristais obtidos anteriormente sem controle da supersaturação (Figuras 4.19 e 
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4.20). Através desse resultado demonstrou-se o sucesso da metodologia de 

controle da supersaturação, aqui apresentada. 

Com esses dados completou-se com sucesso os estudos com a 

espectroscopia Raman, tendo sido demonstrada sua aplicabilidade na predição 

simultânea de proteína e agente cristalizante, na determinação de solubilidade, no 

monitoramento in situ e em tempo real da supersaturação de aprotinina e no 

controle da sua cristalização otimizando o crescimento dos cristais. 

Figura 4.23: Cristais de aprotinina obtidos pelo método da gota suspensa a 24 °C 

na presença de NaCI com controle de supersaturaçâo. Condição inicial na gota: 

14 mg/ml de aprotinina e 1,4 M de NaCI em acetato de sódio 50 mM a pH 4,5. 

Soluções do reservatório variante entre 1,8 e 2,0 M. 

4.3 CONCLUSÕES 

A espectroscopia Raman, apesar de não ser tradicionalmente utilizada 

para quantificações, foi utilizada com sucesso na medidas in situ de 

concentrações de aprotinina assim como de (NH4)2S04. Um modelo de calibração 

PLS desenvolvido a partir de soluções padrão contendo misturas de aprotinina e 

(NH4)2S04 possibilitou medidas simultâneas destes componentes com relativa 
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precisão. Os erros padrão médios foram de 0,5 mg/ml de aprotinina e 0,03 M de 

(NH4)2S04 determinados através da validação cruzada "leave one out". O modelo 

de calibração foi empregado com sucesso no monitoramento da cristalização pelo 

método da gota suspensa e na determinação de solubilidade de aprotinina na 

presença de NaCI e (NH4)2S04 a partir de gotas de 10 111 de solução. A grande 

vantagem da metodologia Raman neste trabalho foi a possibilidade de medidas 

não-invasivas, permitindo monitoramento a partir da gota suspensa, além de evitar 

a adsorção protéica na sonda, uma vez que não se tinha contato desta com a 

solução. 

A possibilidade de monitoramento in situ permitiu o controle da 

supersaturação, realizado através de variação da difusão de vapor, propiciando 

aumento do tamanho dos cristais de aprotinina em cerca de três vezes em relação 

à cristalização sem controle de supersaturação. O controle baseou-se em 

manipular a taxa de evaporação de modo a evitar supersaturação elevada, e ao 

mesmo tempo, evitar que o crescimento fosse interrompido pelo equilíbrio. A 

evaporação era controlada de modo a apenas compensar o consumo de 

moléculas da solução devido ao crescimento. 

O monitoramento simultâneo da concentração de proteína e sal trouxe 

evidências da co-cristalização de aprotinina e (NH4)2S04. Embora a co

cristalização não seja tipicamente objeto de estudos de cristalização de proteínas, 

Elgersma et ai. (1992) relata fato semelhante ao observado neste trabalho. A 

razão entre as quantidades de sal e proteína deixando a fase líquida devido 

suposta co-cristalização não é bem compreendida. Elgersma e colaboradores 

relataram a razão de algumas unidades de moléculas de NaCI por molécula de 

lisozima, enquanto que neste trabalho foram estimadas centenas de unidades de 

(NH4)2S04 por molécula de aprotinina. 
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CAPÍTULO 5 - CONCLUSÕES GERAIS 

Neste trabalho foram avaliadas metodologias de monitoramento de 

supersaturação de soluções de proteínas através de duas diferentes técnicas, 

espectroscopia Raman e infravermelho, que embora se baseiem em diferentes 

fundamentos são complementares entre si. 

Nos estudos utilizando infravermelho, a célula de cristalização adaptada 

ao elemento ATR de Ge apresentou sucesso no monitoramento in situ de 

soluções, com medidas ao longo do tempo bastante precisas, assim como na 

evaporação para criação de supersaturação. Entretanto, na presença de cristais, 

houve influência dos mesmos sobre o monitoramento da solução, causado pela 

decantação e suposta interação dos cristais de lisozima e a superfície de Ge. 

Quanto à sonda ATR de ZnSe, esta, apresentou vantagem de não sofrer influência 

significativa da temperatura sobre os espectros de soluções de lisozima acima de 

30 mg/ml gerando possibilidade de o modelo de calibração ser aplicado no 

controle da supersaturação por temperatura. Essa sonda, entretanto, apresentou 

deficiência no monitoramento de soluções de lisozima e tripsina devido à provável 

adsorção protéica no elemento ATR. Dessa forma, apesar do potencial da 

espectroscopia infravermelho, verificou-se que a tendência de proteínas 

interagirem com diferentes materiais pode ser um problema crítico no 

monitoramento in situ de suas soluções. 

A espectroscopia Raman, apesar de não ser tradicionalmente utilizada 

para quantificações, foi utilizada com sucesso na obtenção simultânea de medidas 

de concentrações de aprotinina e de (NH4)2S04, através de uma calibração PLS, 

cujo erro padrão médio foi de 0,5 mg/ml de aprotinina e 0,03 M de (NH4)2S04 

determinados através da validação cruzada "leave one our. No monitoramento da 

cristalização pelo método da gota suspensa determinou-se a solubilidade de 
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aprotinina na presença de NaCI e (NH4)2S04 a partir de gotas de 10 1-11 de solução 

e demonstrou-se a possibilidade de controle da supersaturação, através de 

variação da difusão de vapor, propiciando aumento do tamanho dos cristais de 

aprotinina em cerca de três vezes em relação à cristalização sem controle de 

supersaturação. Nestes estudos foram obtidas evidências da co-cristalização de 

aprotinina e (NH4)2S04. A razão entre moléculas de sal por molécula protéica 

deixando a fase líquida, foi estimada em centenas moléculas de (NH4)2S04 por 

molécula de aprotinina. Em comparação ·a espectroscopia infravermelho, a 

técnica Raman, nesse trabalho, apresentou melhor desempenho, visto os 

problemas de adsorção protéica nos sensores ATR de Ge e ZnSe, afetando as 

medidas a partir da fase líquida dos meios de cristalização. Assim, a grande 

vantagem da metodologia Raman no monitoramento de soluções de proteína, 

neste trabalho, foi a possibilidade de medidas não-invasivas. 

Acredita-se que apesar da espectroscopia infravermelho não ter sido 

adequada no presente trabalho, ela tem potencial de aplicação no monitoramento 

de supersaturação de outras moléculas, inclusive proteínas. 
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CAPÍTULO 6 - SUGESTÕES PARA PRÓXIMOS TRABALHOS 

Neste trabalho demonstrou-se o sucesso da espectroscopia Raman no 

monitoramento de supersaturação de aprotinina, sendo a possibilidade de 

medidas em modo não-invasivo uma das sua principais vantagens na obtenção 

de medidas a partir de soluções de proteínas, considerando a natureza adsortiva 

destas moléculas que é um problema crítico em métodos invasivos. 

Para o caso particular da cristalização de aprotinina na presença de 

(NH4)2S04 seria interessante explorar a vantagem de ambas as moléculas serem 

ativas na espectroscopia Raman, para estudar com mais profundidade a co

cristalização dessas espécies, avaliando como as características do meio afetam a 

incorporação do sal ao cristal de aprotinina e quais os efeitos do sal sobre o teor 

de água, a pureza, o tamanho médio, as propriedades mecânicas do cristal, ou 

ainda a atividade biológica da proteína cristalizada. 

Uma vez que a espectroscopia Raman não é tradicionalmente utilizada em 

processos químicos, como a espectroscopia infravermelho, ela pode não ser uma 

alternativa facilmente viabilizada, isto é, espectrofotõmetros Raman não são tão 

disponíveis como espectrofotõmetros infravermelho. Assim, sugere-se também 

estudar a aplicação de ATR-FTIR no monitoramento de supersaturação em 

diferentes meios de cristalização onde se minimize a adsorção protéica no 

elemento ATR. Esses estudos poderiam ser realizados através de avaliação de 

soluções com diferentes tampões, pH, força iônica, ou outras modificações 

visando a não-interação da proteína com o elemento ATR. Considerando a 

possibilidade de adsorção protéica por ligação de coordenação com o Zn2
+ 

sugere-se a adição de imidazol no meio de cristalização ou então um pré

tratamento da superfície da sonda com solução de EDT A. Salienta-se que nestes 
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estudos, deve-se atentar ao mesmo tempo para a não-adsorção da proteína e 

também para a garantia da cristalização da proteína. 

Além de estudo das condições do meio, uma outra possibilidade seria o 

tratamento da superfície do elemento ATR através da formação de uma película 

de determinado material, talvez um polímero, que fosse ao mesmo tempo 

insolúvel e inerte no meio de cristalização e fraco absorvedor da radiação 

infravermelho. Uma dificuldade da obtenção dessa película seria garantir a 

reprodutibilidade de sua espessura, além desta ter de ser pequena o suficiente 

para permitir que a onda evanescente pudesse alcançar o meio de cristalização. 

Um estudo, de aplicação mais geral, seria a avaliação e seleção de 

diferentes elementos ATR constituídos por materiais que não adsorvam proteínas. 
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