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RESUMO

Neste trabalho as espectroscopias ATR-FTIR (‘Aftenuated Total
Reflectance ~ Fourier Transform Infrared Radiation”) e Raman foram utilizadas no
monitoramento e controle de supersaturacéo de proteinas. Nos estudos utilizando
ATR-FTIR foi desenvolvida uma célula para cristalizagao por difusdo de vapor
adaptada a um elemento de reflecténcia interna ATR de germanio (Ge),
possibilitando assim o monitoramento in sity nesse sistema. O monitoramento da
concentracdo de solugdes de lisozima no interior dessa célula se baseou em um
modelo de calibraggdo PLS (“Partial Least Squares™) construido a partir de
espectros de solugbes com conceniracbes conhecidas dessa proteina. Esse
aparato foi aplicado com sucesso na concentra¢ado lenta e gradual de solugdes de
lisozima e o monitoramenio da concentragao protéica ao longe do tempo se
mostrou bastante preciso. Na presenga de cristais, entretanto, houve influéncia
dos mesmos sobre ¢ monitoramento da solugdo, causado pela decantagao e
suposta interagao dos cristais com a superficie do elemento de Ge. Embora néo
fenha ocorrido adsorgdo protéica a partir da solucdo no elemento ATR, a
disposigdo das moléculas no habito cristalino parece favorecer a adsorcéo dos
cristais de proteina no Ge. Além desse sistema, foi avaliada uma sonda ATR de
seleneto de zinco (ZnSe) que apresentou a vantagem de naoc sofrer influéncia
significativa da temperatura na predi¢do de concentra¢des de lisozima, gerando a
possibilidade de ser aplicada no controle da supersaturagao por temperatura. Essa
sonda, entretanto, apresentou deficiéncia no monitoramento ao longo do tempo,
de solugbes de lisozima e tripsina, devido & provavel adsorcdo protéica no
elemento ATR. A espectroscopia AT-FTIR foi assim inadequada para ©
monitoramento de supersaturacdo nas condi¢coes estudadas.

A espectroscopia Raman, apesar de nao ser tradicionaimente utilizada para
quantificacbées, permitiu 0 monitoramento in situ da supersaturagdo com relativa
precisdo. Um modelo de calibragédo PLS desenvolvido a partir de solugées padrao

X



de aprofinina e (NH4)2504 possibilitou medidas simultdneas de suas
concentracdes durante cristalizacbes em gota suspensa (*hanging-drop™). Através
dessa possibilidade determinou-se a solubilidade de aprotinina na presenga de
NaCl e (NH4).SO4 a partir de gotas de 10 pl de solu¢do e demonstrou-se o
conirole da supersaturacdo propiciando aumento do tamanho dos cristais de
aprotinina em cerca de irés vezes em relagdo a cristalizacdo sem controle de
supersaturagédo. O monitoramento simuiténeo da concentra¢do de proteina e sal,
trouxe evidéncias da co-cristalizagao de aprotinina e (NH4)2S0,, isto &, de que
ambas as moléculas participaram na formacao dos cristais. Dessa forma, apesar
do potencial da espectroscopia infravermetho, verificou-se a superioridade da
metodologia de monitoramento baseado na espectroscopia Raman. Uma das
principais vantagens desse segundo meétodo foi a aplicagcdo da sonda de fibra
optica que permitiu medidas remotas e de modo ndo invasivo, tendo em vista que
a interacdo de proteinas com diferentes materiais pode ser um problema critico
no monitoramento in sifu de suas solugdes.
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ABSTRACT

In this study, Raman and ATR-FTIR (Attenuated Total Reflectance — Fourier
Transform Infrared Radiation) spectroscopies were employed for the in siu
monitoring and control 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 (Partial 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 control 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)2SO4 concentrations with reasonable precision. A PLS calibration model,
based on spectra of aprotinin and (NH4)2SO4 solutions with known concentrations
allowed the simultaneous monitoring of these species during hanging drop
crystallizations. This calibration model was employed in the determination of
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aprotinin solubility in the presence of NaCi and (NH,),SO, carried out in the
hanging drop mode using 10 pl 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).SO4; 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 coliection should be pointed out as its main
advantage over ATR-FTIR technigue, considering that the sticky nature of proteins
can be a critical problem for immersion probes.
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NOMENCLATURA

A: area superficial de um nicleo;

Abs;: intensidade de absorgdo de luz em determinado comprimento de onda;
ay. atividade de uma dada espécie quimica i em solugao;

Avico: @rea de determinado pico de um espectro;

ATR: “Attenuated Total Reflectance”;

B: taxa de nucleacéo;

BPTI: “Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor”;

C*: concentragio do soluto no equilibrio entre as fases sélida e liquida (mg/mi);
c. velocidade da luz (3,3 -10® ms™);

C: concentracéo do soluto (mg/ml);

CCD: “Charge-Coupied Device”;

Ci. concentracado de uma dada espécie quimica i em solugéo;

CIRCLE cell: "Cylindrical Internal Reflectance for Liquid Evaluation cell”;
CLPCs: “Cross Linked Protein Crystals™;

CSD: “Crystal Size Distribution”;

d: distancia do caminho oético;

DLS: “Dynamic Light Scattering”;

dy: profundidade de penetragdo da onda evanescente,

E: energia da luz de determinado comprimento de onda;

EDTA: acido etileno-diamino-tetraaceético;

FTIR: “Fourier Transformed Infrared Radiation”;

g aceleracio da gravidade (9,8 m/s?);

g: ordem da taxa de crescimento;

G: taxa de crescimento dos cristais;

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

I: intensidade de luz incidente;

fo: intensidade de luz transmitida;

IMAC: “Immobilized Metal ion Affinity Chromatography”;
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ks: constante de Boltzman (1,38 -10 J/K);

Ky constante da taxa de crescimento;

Kn: constante de nucleagao;

Loico: altura de determinado pico de um espectro;

MPD: Metilpentanodiol;

n: ordem aparente da taxa de nucleac¢io;

Nd:YAG: “Neodymium doped Yttrium-Aluminum Garnet’;
P: momento dipolar de uma molécuia quando submetido a um campo elétrico;
PCA: “Principal Component Analysis”;

PEG: polietitenogiicol;

PLS: “Partial Least Squares™;

PRESS: “Predicted Residual Error of Sum of Squares™;
QELS: “Quasi Elastic Light Scattering”;

r*: raio critico para que um nucleo se desenvoiva;

r: raio de um nicleo;

ri raio idnico expresso em A;

RPB: Recuperacao e Purificacio de Bioprodutos;

S: supersaturacéc (C-C*);

SAXS: “Small Angle X-Ray Scattering”;

T (%): transmitancia;

T. temperatura absoluta (K};

V: volume de um nicleo;

z;. carga ou valéncia da espécie idnica;

o polarizabilidade da molécula;

p: supersaturagdo (C/C”),

g: coeficiente de absorgéo molecular;

v. energia livre interfacial entre a solugéo e os nticleos;
v coeficiente de atividade de uma dada espécie quimica;
Namestra: iNdice de refragdo da amostra;

natr: indice de refragao do elemento ATR;

xv



A. comprimento de onda caracteristico;

e comprimento de onda da radiacio absorvida pela amostra;
u: forca ibnica da solugédo;

v: fregii&éncia de luz em unidades de Hz;

vm: frequéncia de vibragc&@o de uma molécula;

vg: frequéncia de luz incidente;

v : freqiéncia de luz expressa em unidades de cm™;

8: angulo de incidéncia de uma radiacdo em uma amosira;

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

ACmac largura da zona metaestavel ;

AG: energia de ativagado requerida na formagao de um ntcleo;
AG™: energia critica de ativacdo requerida na formagao de um nticleo;
Ay: gradiente de potencial quimico;

Q: volume de uma molécuia no cristal.



CAPITULO 1- INTRODUGAO

Este trabalho encontra-se dividido em capitulos onde sado apresentados
uma infrodugéo, uma revisdo da literatura sobre os assuntos envolvidos nos
estudos realizados e as atividades desenvolvidas, assim como os resultados e as
conclusdes obtidas.

A revisao bibliografica apresentada inicia com principios de cristalizacao e
um breve histérico e particularidades da cristalizagdo de proteinas. Sao ainda
apresentados alguns dos principais métodos de monitoramento de supersaturagao
e o porqué da utilizacdo das espectroscopias infravermelho e Raman neste
estudo. Os mecanismos de funcionamento de ambas as técnicas sdo discutidos
brevemente, sendo seguidos de um topico sobre quimiometria, uma vez que a
interpretagdo dos dados espectroscoépicos envoiveram a utilizagado de ferramentas
quimiomeétricas, especificamente modelos de calibracdo multivariada. Por fim, sdo
apresentados tépicos sobre as duas principais moléculas utilizadas neste trabalho:
a aprotinina, molécula farmacéutica, de alto valor agregado e a lisozima, principal
proteina em estudos de cristalizagao.

As atividades realizadas assim como os resultados obtidos sao discutidos
em dois capitulos, sendo eles os estudos de monitoramento realizados através de
espectroscopia Raman e os estudos de monitoramento realizados através da
espectroscopia infravermeiho.

1.1 ESCOPO

Este trabalho insere-se no campo da Recuperag¢do e Purificacdo de
Bioprodutos (RPB) também conhecida como “Downstream Processing”, que &
normalmente uma das etapas de maior custo em um bioprocesso. Em alguns



casos, como exemplo na producdo de farmacos onde altos niveis de pureza sdo
exigidos, o custo da RPB pode atingir até 80% do processo de producéo (Scopes,
1994). Com os recentes avangos da biotecnologia, 0 mercado tem se tornado
mais competitivo, implicando na exigéncia por maior qualidade e economia do
processo e, consequentemente, na necessidade de tecnologias de purificagdo
mais eficientes.

Dentre os métodos de purificaglo, a cristalizacdo tem-se destacado por
ser um processo eficiente com relativo baixo custo e simplicidade de operagao.
Adiciona-se ainda o fato da cristalizacdo ser um processo de separagdo aitamente
seletivo, dispensando em casos ideais 0 uso de etapas adicionais de purificacao.

A preferéncia por produtos em forma de cristais se da por trés principais
razbes: 1) elevada pureza, 2) uniformidade de forma e tamanho das particulas e
3) maior estabilidade, com maior resisténcia a desnaturagdo no caso de proteinas
{Drenth e Haas, 1992). A cristalizaco pode ainda atribuir propriedades especiais,
tais como, morfologia especifica, solubilidade em determinados solventes e
estabilidade térmica. A obtencdo de cristais com morfologia especifica é
importante aivo na produci@o de moiéculas diversas, principalmente na industria
farmacéutica, sendo a morfologia responsave! por importantes propriedades fisico-
quimicas do produto.

Além da obtengao de sélidos com diferentes formas, a cristalizagdo tem
sido recentemente explorada na separacdo de compostos quirais. Mais da
metade das drogas comercializadas sdo compostos quirais, sendo que a
cristalizacao & considerada a técnica mais simples e econdémica para a separa¢ao
de enantiomeros, quando aplicada isoladamente (Profir ef al., 2002 e Shekunov e
York, 2000). A cristalizacdo pode ser aplicada isoladamente, ou em combinagéo
com leito movel simulado para sistemas que formam compostos racémicos. Neste
caso, a cristalizacdo tem se mosirado essencial no aumento da produtividade do
processo (Lorenz ef al., 2001).

Ainda na indGstria farmacéutica, a forma cristalina tem sido aplicada na
liberacao controlada de drogas, proporcionando uma maior eficacia destes, e em
alguns casos, dispensando o uso de carreadores (Shekunov e York, 2000). A
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cristalizacao e a precipitagdo sido responsaveis por cerca de 70% dos materiais
solidos produzidos atualmente (Giulietti, 2001), e mais de 90% dos produtos
farmacéuticos, como tabletes, aeroséis, capsulas, suspensdes e supositorios
contém drogas em forma de particulado geralmente cristalino (Shekunov e York,
2000).

Entretanto, apesar da sua grande aplicabilidade a cristalizagao é, muitas
vezes, empregada sem um devido controle, em decorréncia dos fendmenos
envolvidos nas etapas de formacao e crescimento dos cristais serem compiexos e
pouco esclarecidos até o momento. Dificuldades adicionais ocorrem quando se
frata de moléculas biclégicas, como proteinas, sendo poucos os trabalhos na
literatura envolvendo a cristalizacdo dessas espécies.

Este projeto faz parte da linha de pesquisa em cristalizagdo coordenada
pelo prof. Dr. Everson Alves Miranda, desenvolvida no LEBp - Laboratério de
Engenharia de Bioprocessos, FEQ — UNICAMP, em colaboragdo 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 cristalizacdo ha
mais de uma década, sendo, atualmente uma referéncia internationat no assunto.

1.2 COLOCAGAO DO PROBLEMA

A cristalizacdo é aplicada na purificagdo de moléculas convencionais,
como sais inorganicos e compostos orgéanicos, em quantidades superiores a cem
milhdes de toneladas por ano. No caso de profeinas, entretanto, ha ainda grandes
dificuldades no desenvolvimenio de tais processos, principalmente em nivel
industrial (McPherson, 1999). Essa dificuldade deve-se a falta de conhecimentos
suficientes sobre parametros cinéticos e termodindmicos dos processos de
formacédo e crescimento dos cristais e também ao fato de moiéculas bioldgicas
apresentarem um nivel maior de complexidade em rela¢gdo a moléculas pequenas
ou ions. Apesar dos esforgos para o melhor entendimento da cristalizacdo destas
moléculas, ela tem sido conduzida ao longo de décadas baseada principalmente
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em métodos empiricos, e sendo assim, ela é dita como sendo mais uma arte que
uma ciéncia (Littlechild, 1991).

Em geral, estudos de cristalizagao visam estabelecer condigbes para
obtencdo de cristais com caracteristicas especificas incluindo tamanho,
morfologia, distribui¢ao dos tamanhos (CSD - “Crystal Size Distribution™), pureza,
entre outras. Sabe-se que essas condicbes dependem fortemente da
supersaturacao, pois esta € um fator determinante na formagdo dos nucleos
(primeiras unidades cristalinas), na taxa de nucleagao, na formacéo de agregados,
na taxa de crescimenio, no tempo de inducdo, entre outras caracteristicas do
processo (Mullin, 1993; Myerson, 1983; Nyvit, 2001).

Sendo assim, para tornar a cristalizagdo um processo possivel de
controle e otimizagdo, faz-se necessario sobretudo, o desenvolvimento de
métodos eficientes para o monitoramento e controle da supersaturagdo. Métodos
estes que permitam medidas precisas, rapidas e em tempo real, permitindo
controlar a supersaturagao de acordo com eventos observados no processo. Um
dos problemas na obten¢do de medidas em tempo real € a necessidade de
separagdo da fase sélida, quando esta influencia as medidas de concentracéo da
fase liquida, o que negligencia os fendmenos ocorrentes durante amostragem e
medida (Dunuwila e Berglund, 1997). Assim, o desenvolvimento de métodos de
medida in situ que permitam a avaliacdo quantitativa da fase liquida em um meio
de cristalizacdo sem necessidade de separa¢ao das fases tem se tornado cada
vez mais importante para o monitoramento e conirole da supersaturagéo.

1.3 OBJETIVO E PLANO GERAL DO TRABALHO

O objetivo deste projeto foi o desenvolvimento de metodologias para o
monitoramento in sifu e controle de supersaturagdo de solugdes de proteinas,
utilizando as espectroscopias vibracionais, ATR-FTIR e Raman que tém sido
aplicadas com sucesso em estudos de cristalizacdo de moléculas organicas
(Dunuwila e Berglund, 1997; Lewiner ef al., 2001; Feng e Bergiund, 2002; Profir ef
al., 2002) e de proteinas (Schwarlz e Berglund, 1998b e 2000). Essas
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metodologias consistiram em medir em tempo real a concentragdo e a
supersaturacio de solugdes protéicas ao longo do processo, permitindo que essas
fossem alteradas de acordo com eventos observados: por exemplo, estabilizando
a supersaturagao para suprimir a nucieac@o excessiva durante crescimento dos
cristais. O plano gerai 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 cristalizagao por difusao de vapor adaptado a um elemento ATR de
Ge horizontal de modo a permitir 0 monitoramento in sifu neste sistema com
capacidade da ordem de 1,0 mi de solugdo. O baixo consumo de amostra é
essencial tratando-se de moléculas de alto custo, tal como proteinas. Para o
monitoramento da cristalizagdo em volumes da ordem de 1,0 litro onde seria
permitida a avaliacio de efeito de temperatura e agitagdo, foi avaliada uma sonda
com elemento ATR cbnico de ZnSe. Nesses estudos, a lisozima foi selecionada
como modelo devido ao relativo baixo custo, além de ser considerada molécula
padrao em estudos de cristalizacdo, uma vez que é facil de ser cristalizada, e da
farta existéncia de dados na literatura sobre sua cristalizagdo (Durbin e Feher,
1986, Ataka e Tanaka, 1986; Boistelle e Astier, 1988; Wilson e Pusey, 1992; Ries-
Kautt e Ducruix, 1992; Rosenberger ef al., 1996; Grimbergen ef al., 1999; Judge et
al., 1999 e Price et al., 2001).

Na segunda parte do trabalho, baseado na espectroscopia Raman,
desenvolveu-se metodologia de monitoramento e controle da cristalizacao de
aprotinina em gota suspensa que, embora seja reduzida a escala laboratornial,
serviria de base no desenvolvimento de processos em maior escala. Esse tipo de
cristalizagdo é o método de cristalizagdo mais utilizado na cristalografia de
proteinas e apresenta a vantagem de permitir a avaliagdo de uma grande
variedade de condigbes de cristalizacdo com baixo consumo de amostras, da
ordem de alguns microlitros. Esses estudos basearam-se na utilizagio de um
espectrofotdmetro Raman acopliado a uma sonda de fibra éptica que, permitindo a
obtencdo de medidas em modo remoto e nado-invasivo, era ideal para o
monitoramento da cristalizagdo em gota suspensa. A selecao da aprotinina como

modelo neste estudo, se baseou na possibilidade de futura aplicacdo de sua
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cristalizacao como etapa complementar em processos de purificacdo de aprotinina
por métodos cromatograficos nos estudos realizados no LEBp (Azzoni e Miranda,
1999; Tamagawa ef al, 1999; Azzoni ef al, 2002; Genaro et al, 2002) A
relevancia dessa molécula é discutida adiante em um tépico especifico.

Para ambas as técnicas, infravermelho e Raman, foram desenvolvidos
modeios de calibracao muitivariada, PLS (“Partial Least —~Squares”) construidos a
partir de solucdes padrdo com concentragoes conhecidas da molécula a ser
monitorada: lisozima, no caso de ATR-FTIR, e aprofinina e {(NH4)2S04, no caso de
Raman. O monitoramento e controle da supersaturagdo baseou-se em curvas de
solubilidade que foram determinadas para cada uma das proteinas nos
respectivos meios de cristalizag@o. A estratégia de controle de supersaturagio foi
basicamente o controle da evaporacgao através de difusdo de vapor: para aumento
da supersatura¢do submetia-se a solugdc a uma taxa elevada de evaporacéo e
para estabilizar a supersaturacao, interrompia-se a evaporagao.



CAPITULO 2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRINCIPIOS DA CRISTALIZAGAO

A cristalizacdo, formag¢ao de uma fase sodlida ordenada, € governada por
fendbmenos termodindmicos e cinéticos na interface da fase liquida e da fase
soélida em crescimento. Ela procede iniciaimente pela formacao de nicleos, isto é,
primeiras unidades cristalinas, seguida do crescimento destes gerando os cristais.
O esclarecimento preciso dos fendmenos envolvidos nessas duas etapas
principais da cristalizacdo € extremamente complexo, sendo alvo de diversos
estudos (Mullin, 1993, Myerson, 1993 Nyvt et al, 2001). Nesta sec¢@o sdo
discutidos apenas fundamentos gerais da cristalizacdo e principais equactes
envolvendo varidveis desses processos para nas se¢des seguintes se fazer uma
revisdo da literatura sobre a cristalizagdo de proteinas com aspectos mais
especificos desse trabalho.

A solubilidade de um soluto em determinado solvente depende de
propriedades do meio, tais como conceniragdo, pH, forca idnica, temperatura,
entre outras, podendo assim ser expressa através de curvas de solubilidade em
fungéo dessas variaveis. Em tais curvas de solubilidade, nos referimos a regido
inferior a curva como regido de subsaturagdo e a regido acima da curva como a
regiao de supersaturacdo. A supersaturacdo, condicdo necessaria para a
formacéo e o crescimento de cristais a partir de uma solugéo é definida como o
estado em que a solugcdo apresenta concentragdo maior que o limite de
solubilidade, possuindo, portanto, uma tendéncia natural de reestabelecer o
equilibrio. Tendéncia esta, referida como a forca motriz da cristalizagao,
caracterizada pela diferenga de potencial quimico de uma dada espécie na
solucdo supersaturada e na fase sélida. A Equagao 2.1, equacdo de definigdo
relaciona o gradiente de potencial quimico, Au, e a supersaturacao, p:
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Ap = keT In (B) (2.1)

onde kg € a constante de Boltzman e T, a temperatura absoiuta.

A supersaturacdo € geralmente definida como a razdo entre a
concentragdo, C e a solubilidade C* (Equacao 2.2), podendo ainda ser expressa
através da diferenca entre a concentracéo e a solubilidade (Equac¢ao 2.3) ou ainda
através da razdo dessa diferenga e a solubilidade (Equacao 2.4).

c
b=t~ (2.2)
S-C-C*
(2.3)
,_c-c
c* (2.4)

E importante lembrar que nas Equagées 2.2 a 2.4 se assume uma solugéo
ideal, com um coeficiente de atividade igual a 1 (Myerson, 1993). Em estudos de
cristalizacdo € comum expressar a supersaturagido em termos de concentragao
sem considerar os coeficientes de atividade, entretanto, para uma soluctes muito
distantes da idealidade os coeficientes de atividade devem ser considerados.
Para uma dada espécie quimica “i’, a atividade e a concentracéo sdo relacionadas
atraves da Equacdo 2.5, onde y; & o coeficiente de atividade cuja definicdo € dada
pela Equacgao de Debye-Hiickel (2.6)

a, =vC,

(2.5)

AZEZMI.Q

—logy. = <it
o9 (1+Brp'?) (2.6)

onde A e B sao constantes dependentes da temperatura; r;, 0 raio da espécie
quimica expresso em A; Cje z;sd0, respectivamente, a concentragao e a carga da
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espécie “I” em solucdo e p, a forca ibnica da solucdo. No caso de proteinas a
teoria de Debye-Hiickel poderia ser aplicada considerando que sua molécuia
contém grupos polares carregados que assumem a forma de um grande ion
polivalente com carga ceniralizada. Entretanto, € conhecido que essa teoria ndo
explica completamente a solubilidade de proteinas pois essas tem padrdes de
carga que néo estdo relacionados com sua carga liquida (Pan, 19935).

Uma vez que a solugio esteja supersaturada, a cristalizagéo pode iniciar
por duas formas, através da nucleacdo homogénea ou heterogénea (Mutlin, 1993,
Myerson, 1993). A nucleagdo heterogénea, com maior probabilidade de
ocorréncia, € a formacgao de cristais induzida pela presenca de corpos estranhos
presentes no meio, como exemplo particulas de impurezas ou ainda a propria
superficie do recipiente. A nucleagao homogénea, por outro lado, é a formacéo de
cristais sem interferéncia de superficies ou particulas que, no entanto, requer um
maior potencial quimico e ocorre com menor probabilidade. Ambos os tipos de
nucieagao sao ditas como nucieagao primaria por iniciarem espontaneamente sem
a pré-existéncia de cristais em solugdo. Quando a formagao de novos nicleos é
induzida pelos cristais pré-existentes, dizemos que ocorreu uma nucleacgdo
secundaria. A nucleacdo secundaria requer menor supersaturacdo que &
nucleacao primaria.

De acordo com a teoria de energia de ativacdo, um determinado grau de
supersaturacgo € necessario para que a nucleagdo se inicie, isto €, deve-se
vencer uma barreira energética como em simples reagbes quimicas. Desse modo,
para a formacao de nucleos, a supersaturacdao deve ser superior a uma
determinada faixa acima do limite de solubilidade, conhecida como zona
metaestavel, ou regido de metaestabilidade. Nessa regido, o potencial quimico
permite o crescimento de cristais ja existentes mas é insuficiente para a formagéo
de novos nucleos.

Embora nao haja uma simples teoria para predizer a taxa de nucleagao,
varias correlagdes, como a da Equacéo 2.7, tém sido utilizadas para representar
dados experimentais:



B=ky.o" (2.7)

onde B € a taxa de nucleagao primaria, c € a supersaturagao, ky€ a constante de
nucleac¢do e n é a ordem aparente da taxa de nucleacéo.

Uma vez formados os nlcleos, para estes continuarem crescendo é
necessario que tenham um tamanho minimo referido como dimensédo critica
(Boistelle e Astier, 1988), a partir do qual o crescimento prevalece sobre a
dissolu¢do. A energia de ativa¢ao requerida para a formagao de um nticleo de um
determinado tamanho é descrita peia Equacao 2.8:

AG ﬂkaBTfﬂS-kA‘y
Q (2.8)

onde V e A s3o, respectivamente, o volume e a area do nucleo; Q € o volume da

molécula no cristal; kg a constante de Boltzman; T a temperatura absoluta e y a
energia livre interfacial entre a solucéo e os nicleos.

Se considerarmos um nucleo esférico, a equacao acima pode ser
reescrita gerando a Equacédo 2.9 onde o primeiro termo envolve o ndmero de
moléculas dentro do nicleo, e o segundo fermo representa a energia requerida
para a formacao da superficie:

3
AG = -2k TInS +4nry
30

(2.9)

Devido a competi¢cdo entre o termo volumétrico com valor negativo, e, o
termo de superficie com valor positivo, a energia de ativacdo passa por um
maximoc a um certo valor de r, referido como o raio critico, r*, descrito na
Equacao 2.10. A correspondente energia critica de ativa¢do para a nucleagao é
entdo dada pela Equacdo 2.11, onde verifica-se que a energia de ativagdo diminui
com o aumento da supersaturacdo e com a diminuicdo da energia livre
interfacial. Em outras palavras, uma maior taxa de nucleacdo é esperada em
maiores supersaturacoes:
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«_ 2y

M= ——e
KTInS (2.10)
. 167t§22'y3

Intuitivamente podemos imaginar que quanto maior a supersaturacdo e a
taxa de nucleacdo maiores seriam os nucleos. Esta pressuposicio, no entanto é
incorreta pois, quanto maior a supersaturagdo, mais rapida a formagdo dos
agregados e menores os cristais resultantes. Uma supersaturacao
demasiadamente alta pode ainda resultar na formagao de sélidos amorfos, de
estrutura desordenada. Esse processo, onde os solidos obtidos ndo apresentam
estrutura cristalina, & preferencialmente referido como precipitacdo, embora, as
vezes, em ambiente industrial ndo haja muita diferenga entre os termos
precipitac@o e cristalizacdo. Em alguns casos, a precipitagdo é ainda referida
como uma cristalizagao provocada pela adigio de um agente quimico.

Uma vez que os nucleos tenham tamanho critico, estes crescem
originando cristais. Na presenga de nucleos estaveis a taxa de crescimento dos
cristais € fun¢éo da supersaturacdo, Equagéo 2.12:

G= K, S° (2.12)

Essa expressao considera a velocidade de crescimento linear, sendo G a
taxa de crescimento, S a supersaturacdo, Ky 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 € menor que a ordem de nucleacéo e assim uma
supersaturagéo alta favorece a nucleagdo. Para que se favorega o crescimento é
necessaria uma supersaturacdo baixa, onde se evite a formacdo de novos
nacieos.
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2.2 CRISTALIZACAO DE PROTEINAS

2.2.1 Breve histérico e relevancia

O conhecimento de que profeinas cristalizam data de 1840, quando
Hinefeld observou a cristalizaggo de hemoglobina a partir da evaporacéo do
sangue depositado sobre uma laminula de vidro (McPherson, 1991; Kam ef al.
1978). Essa observagdo impulsionou a cristalizagdo de outras proteinas, no
entanto, sem finalidades especificas além do carater exploratério destes
experimentos.

No final da década de 30, pesquisadores como Astbury, Bernal, Crowfoot,
Fankuchen, Kendrew e Perutz demonstraram que era possivel determinar a
estrutura molecular de proteinas através da difracdo de raios-X a partir dos seus
cristais (McPherson, 1899). Kendrew e Perutz receberam o prémio nobel em
quimica em 1962 pelos seus estudos sobre a estrutura de proteinas globulares.
Essa foi uma das maiores descobertas da biotecnologia possibilitando o
desenvolvimento racional de drogas e atualmenie, atua como importante
ferramenta da engenharia genética. Conseqilentemente, surgiram esforgos
continuos para a cristalizac@o e determinagéo de estruturas macromoleculares e
para isso foram desenvolvidos varios métodos sistematizados para cristalizagéo
dessas espécies, incluindo proteinas, acidos nucléicos e fragmentos virais.

No entanto, nesses esforgcos, a cristalizagdo teve papel secundario e
serviu como mera ferramenta analitica, pois o objetivo era a caracterizagao
estrutural. A obtencao dos cristais baseou-se principalmente em métodos de
tentativas e erros sem a existéncia de um controle ou maior compreenséao do
fenémeno. Desse modo, mesmo nos dias de hoje, apesar da elevada soma de
estruturas de moléculas bioldégicas determinadas através da cristalografia e
documentadas em bases de dados como o “Protein Data Bank”, com mais de
20.000 estruturas depositadas (Berman et al, 2000), ndo existe ainda um
entendimento profundo do mecanismo de obtencao dos cristais dessas
macromoléculas. Atualmente, o campo da cristalografia dispbe 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 determinacgéo estrutural de
macromoléculas. Entretanto, a cristalografia depende sobretudo da cristalizacao
destas macromoléculas que passou a ser um fator imitante na obtencéo de novas
estfruturas, uma vez que ela se baseia em métodos de tentativas e erros gue
envolvem consumo indeterminado de material e tempo (Ansari et al., 1886).

No setor industrial, o interesse pela cristalizacdo de macromoléculas
biolégicas tornou-se expressivo somente a partir da década de 70, devido a
acelerada expanséo da biotecnologia e consequente demanda por processos de
purificacdo mais eficientes (DeMattei e Feigelson, 1992). Além de purificacéo, na
indastria farmacéutica, a cristalizacac € extremamente importante, estando a
forma cristalina relacionada com caracteristicas especificas, tais como a
solubilidade em determinado solvente, estabilidade térmica, ponto de fuséo,
formas enantioméricas e atividade bioldgica, no caso de biomoiéulas (Drenth e
Hass, 1992).

As formulag¢odes cristalinas tem possibilitado ainda a liberagao controlada e
prolongada de drogas, assim como um significativo aumento na sua eficacia,
sendo a insulina um exemplo tipico (McPherson, 1999). A liberacédo prolongada,
alvo de estudos no desenvolvimento de varias drogas, é realizada
tradicionalmente através de incorporacdo do principio ativo em veiculos
carreadores, como exemplo microesferas poliméricas, que controlam a liberagao
do mesmo. Recentes tecnologias visam moléculas cristalizadas combinadas ou
ndo com carreadores, sendo que a forma cristalina pode prolongar o tempo de
liberagcdo em horas ou dias, além de minimizar os volumes das doses a serem
administradas.  Entretanto, os processos de cristalizagdo ndo sdo bem
estabelecidos. Shekunov e York (2000) observam que os avancos tecnolégicos
na sintese permitem identificacdo e obtengdo de drogas com grande eficacia,
sendo que o controle das caracteristicas crisfalinas &, entretanto, pouco
compreendido.

Além do setor de farmacos, outra area na industria com grande aplicagéo
de proteinas cristalizadas, € a de biocatalisadores, que constituem uma das
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classes de proteinas com maior demanda comercial. As enzimas, com alio
potencial de catalise, sdo atuaimente indispensaveis em processos de producio
de insumos quimicos, produtos farmacéuticos, detergentes, cosmeéticos, entre
outros. Uma inovagdc na produgdo de biocatalisadores resistentes foi a
tecnologia CLPCs -“Cross Linked Protein Crystals” (Govardhan, 1999). Esta
tecnologia consiste na cristalizacao de proteinas, as quais séo subseqlentemente
modificadas quimicamente através da acao de agentes bifuncionais como o
glutaraldeido. O material resultante possui morfologia ordenada com poros de
tamanhos controlados e estabilidade elevada, com manutengao da atividade em
extremos de pH e temperatura, assim comoc na presenca de proteases ou
solventes organicos.

Visto as diferentes aplicacdes de materiais cristalinos, é importante ter em
mente que diferentes caracteristicas dos cristais podem ser exigidas de acordo
com as finalidades. Cristais inapropriados para caracterizacdo estrutural podem
ser perfeitamente adequados como produto final de uma etapa de purificacdo. Na
cristalografia, além de apresentarem pureza, os cristais precisam difratar a uma
aita resolucao (Przybycien, 1898).

Assim, a conducdo dos processos de cristalizacdo também pode diferir
consideravelmente para cada caso. No caso de cristais usados em formulagdes
farmacéuticas, onde na maioria dos casos um nivel de préximo a 100% de pureza
é exigido, normalmente existe a necessidade de etapas de recristalizagdo. Por
outro lado, para a separag¢ao a partir de um meio de fermentacéao, niveis de pureza
inferiores podem satisfazer a finalidade do produto, e uma tnica etapa de
cristalizacéo pode ser o suficiente. Nesse caso, entretanio, a produtividade &
fundamental e os volumes a se tratar sao certamente maiores que na producio de
farmacos com caracteristicas especiais. De acordo com os volumes de solugdo
envolvidos em processos industriais, a utilizacdo de métodos, tais como a difuséo
de vapor, utilizada para a obtengdo de cristais na cristalografia, é inviavel de
aplicagao industrial. Além disso, ha limitagbes quanto as condigbes usadas na
cristalizacdo, sendo que alguns sais e tampdes especificos de alto custo ficam
fora de questdo, pois tornariam 0 processo em larga escala economicamente
inviavel.
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Dentre as poucas publicacdes que relatam aplicagbes da cristalizacao de
proteinas para purificacdo em massa, estdo os trabalhos de Tsujisaka et al.
(1973), Buckel ef al. (1281), Yoshimoto et al. (1993), Kitazono ef al. (1992), Pitts
et al. (1993), Mack et al. (1994); Jacobsen et al. (1998), Judge et al. (1995) e Lee
ef al. (2000). Na maioria desies trabalhos as cristalizag6es foram conduzidas em
condicdes pré-estabelecidas e nao houve propésitos de monitoramento ou
controle da supersaturagdo. Os trabalhos que apresentaram certa atengdo no
estudo das caracteristicas do processo foram os estudos realizados por Jacobsen
et al. (1998) e Judge ef al. (1995) que, respectivamente, caracterizaram o
processo baseando-se nas taxas de nucleagio e crescimento e descreveram a
taxa de crescimento dos cristais em fungcdo de variaveis como grau de
supersaturagéo, agente cristatizante utilizado e pH.

2.2.2 Particularidades de cristais de proteinas

Embora cristais de macromoléculas biologicas sejam visualmente
similares aos cristais de espécies menores, como moléculas organicas e
inorganicas, ha muitas diferencas entre suas propriedades fisicas € mecanicas,
como também cinéticas de crescimento, condigbes para nucleagdo e crescimento
e tipos de interagdes nas estruturas internas das redes cristalinas que formam o
habito cristalino (Bennema, 1992).

Uma conseqiéncia da maior compiexidade morfolégica das unidades de
crescimento na cristalizacio de proteinas é que esta rende cristais de dimensotes
menores em relacdo as moléculas inorganicas ou organicas (Litttechild, 1891;
DeMattei e Feigelson, 1982). Em relagcdo a aspectos cinéticos, proteinas
geralmente cristalizam lentamente em decorréncia de sua difusdo e velocidades
de colisdo e rotagdo serem muito baixas devido as massas moleculares elevadas,
da ordem de 10 a 250 kDa. Cristais de proteinas podem levar de algumas horas
ou mesmo varias semanas para atingirem o tamanho maximo de 1 mm, ao passo
que cristais de algumas moiéculas inorganicas sao capazes de atingir dimensées
da ordem de 1 cm 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 proteina e o de moléculas inorgénicas, mas que, entretanto, os
conceitos de transporte e cinélica envolvidos no processo de crisializacdo de
proteinas sdo extremamente complexos de serem descritos.

Outra caracteristica particular de cristais de proteinas € que estes séo
guebradicos, uma vez que apresentam de 25 a 90% de agua (McPherson, 1994).
A incorporacdo de moléculas de agua na estrutura do cristal de proteinas é
favorecida pela elevada massa e forma irregular de moléculas protéicas. O
numero e intensidade de interagbes intermoleculares no habito cristalino, em
propor¢do a massa molecular, sdo inferiores e mais fracos que para o caso de
moléculas menores, contribuindo também para a fragilidade dos cristais de
proteinas.

Moléculas bioldgicas apresentam potencial para ocorréncia de diferentes
tipos de interacbes durante a cristalizacdo, uma vez que esta apresenta estrutura
dindmica, istc €, sua estrutura molecular adquire diferentes conformagdes de
acordo com as condicbes do meio (McPherson,1999). Normalmente essa
mobilidade estrutural ocorre ao custo de pequenas diferengcas de energia,
podendo ocorrer mesmo com uma minima perturbagdo do meio, sendo assim de
dificil controle. Conseqiientemente, ha probabilidade de ocorréncia de diferentes
rearranjos das moléculas durante cristalizagao gerando substancial variagao no
grau de polimorfismo.

No desenvolvimenio de um processo de cristalizagdo de uma proteina,
além dos paradmetros diversos como a taxa de crescimento, transporte de massa e
energia, estabilidade interfacial e efeitos de morfologia, é ainda necessaria uma
investigacéo sistematica do comportamento destas moléculas nao s6 na etapa de
crescimento dos cristais, como também no estagio de pré-nucleagdo com a
formacao dos primeiros agregados (Veesler ef al, 1996; DeMattei e Feigelson,
1992, Bernardo, 2002). Além da variedade de interagdes durante auto-
associacao, uma macromolécula apresenta aita disponibilidade de ligacdo com
espécies diversas, incluindo moléculas de agua, ions e moléculas pequenas,
sendo assim, a incorporacéo de impurezas em um cristal de uma molécula
bioloégica maior que em cristais de moléculas pequenas.
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A incorporagdo de impurezas & favorecida ainda devido as moléculas
biologicas apresentarem-se naturalmente em meios complexos. Ao passo que
moiéculas de sais inorganicos cristalizam a partir de solugéo aquosa contendo
exclusivamente a molécula de interesse, proteinas requerem a presenca de
agentes precipitantes para induzir sua cristalizagio, além de agentes tamponantes
para manutengdo do pH adequado. Tanto tampdes como agentes precipitantes
sdo candidatos a interacdo com a proteina durante a cristalizacao, além de
poderem influenciar interagbes com outras espécies. Em casos especificos,
outras espécies podem estar presentes, tais como agentes redutores para evitar
oxidacdo de determinados aminoacidos na superficie da molécula ou ions
metalicos para manuiencdo da atividade de certas enzimas. No caso de ions
metalicos, estes podem ainda ser favoraveis ou até mesmo essenciais para a
cristalizagdo de proteinas, como exemplo, a insulina cuja cristalizacéo é
estimulada na presenca de ions Zn** (McPherson, 1999).

2.2.3 Agentes redutores de solubilidade na cristalizacdo de proteinas

A supersaturacao de proteinas é obtida através de métodos de variagéo
de parametros como concentracao, pH, for¢a ibnica ou temperatura, podendo
estes métodos serem utilizados isoladamente ou étravés da combinacac dos
mesmos {Bergfords, 1998, McPherson, 1989). Dentre estes parametros, opHe a
forca idnica geralmente exercem maior efeito sobre a solubilidade, sendo a
variacdo de forga ibnica realizada através de adigdo de um sal em um
determinado pH um dos métodos mais utilizados. Mas além de sais, outros
agentes redutores de solubilidade s&o aplicados na cristalizagéo de proteinas.
Como estes sd0 na grande maioria empregados também na precipitagdo de
proteinas, € comum a utilizacéo do termo “agente precipitante”.

Os agentes redutores de solubilidade tipicamente utilizados para proteinas
se classificam em quatro categorias principais: 1) sais, 2) solventes orgéanicos, 3)
polimeros de cadeias longas e 4) polimeros de massa molecular baixa e
compostos organicos nao volateis.
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De modo geral, ha duas categorias de sais: aqueles que interagem
preferencialmente com a agua, conhecidos como sais nao-caotropicos e aqueles
que interagem preferencialmente com grupos elefrostaticos de proteinas,
conhecidos como sais caotropicos. Na cristalizacdo de proteinas, da-se
preferéncia pelos sais ndo-caofrépicos, pois estes ajudam a diminuir a solubilidade
da proteina, através do fendmeno de “salting out’. Um dos sais mais utilizados na
cristalizacédo de proteinas € o (NH4)2S0..

Na segunda categoria, a dos solventes organicos, deve-se ter um cuidado
especial em relagdo a alguns solventes que podem causar a desnaturagdo de
proteinas. Por esta razado, processos de cristalizacdo de proteinas raramente se
baseiam na ufilizaggo exclusiva de solventes organicos: a cristalizacdo de
proteinas com solventes organicos € geralmente realizada em combinagdo com
sais. A propriedade de solventes organicos em reduzir a solubilidade de proteinas
deve-se ao fato que estes diminuem o potencial dielétrico da solugdo aquosa,
aumentando a probabilidade de interacbes intermoleculares entre as proteinas
presentes no meio. Nesta categoria, o etanol é um dos mais utilizados.

Na categoria dos polimeros, os exemplos de aplicacdo restringem-se
basicamente ao PEG {McPherson, 1999; Ducruix, 1992), que consiste de um
polimero produzido em cadeias de varios tamanhos contendo de algumas a varias
unidades de mondmero. Na cristalizacéo de proteinas, a massa molecular do PEG
utilizado varia de 0,4 a 20 kDa. Os polimeros apresentam algumas propriedades
similares aos sais, competindo pelas moiéculas de agua e produzindo a
desidratacdo da molécula de proteina, e também aos solventes organicos,
reduzindo a constante dielétrica do meio. O PEG apresenta a vantagem de ser
efetivo em concentragdes baixas (4 a 18%) e ndo penetrar no interior dos cristais
(MacPherson, 1999}). Um cuidado especial na utilizagdo de PEG é a necessidade
de adi¢cdo de azida de sodio (cerca de 0,1%) de modo a evitar contaminagdo por
bactérias.

Na classe dos compostos orgdnicos ndo volateis, as propriedades
responsaveis pela reducdo de solubilidade sdo semelhantes a dos polimeros. O
MPD (Metilpentanodiol) € o composte mais utilizado nessa classe e age como
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redutor de solubilidade através da combinagdo de atividade de competicdo por
moléculas de agua e diminuicéo do potencial dielétrico da solugao.

2.3 MONITORAMENTO DE SUPERSATURACAO

No caso de proteinas, a possibilidade de predizer a cristalizacao a partir
de determinada solugio € de grande importancia, uma vez que algumas espécies
levam semanas para formar cristais visiveis 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 al. {(1978), Kadima et al. (1991) e Zulauf (1992) para
predizer a tendéncia das solugdes de lisozima formar cristais a partir da presenga
de agregados em solugbes diluidas. Boyer e Jullien (1996} também utilizaram
medidas de espathamento de luz para relacionar as intensidades de agregacéo
na solucao inicial com os tamanhos dos cristais.

Ducruix ef al. (1996) utilizaram SAXS (“Small Angle X-Ray Scattering”)
para caracterizar a influéncia de varios sais na interagdo entre moléculas de
lizosima em condicdes préximas A& supersaturacéo e Bonneté ef al. (1996)
utilizaram a mesma técnica para monitorar a evolugio da cristalizacio de lizosima.
As técnicas de espalhamento de luz apresentaram assim importante papel em
estudos de cristalizacdo de proteinas. Estas técnicas entretanto, servem para a
detecgdo e caracterizacdo da fase solida em formacdo e ndo para o
monitoramento de supersaturacao.

Para medidas de supersaturagdo, caracteristicas da solucdo como
densidade, viscosidade ou condutividade elétrica, entre outras propriedades
fisicas relacionadas a concentragdo sdo normalmente consideradas, podendo se
dizer que esses métodos sdo medidas diretas ou indiretas da concentragdo
{Loffeimann e Mersmann, 2002). A escolha do meétodo adequado para o
monitoramento de supersaturacio depende das caracteristicas do meio de
cristalizacdo. Medidas de densidade por exemplo, podem ndo apresentar preciséo
desejada em casos industriais, onde impurezas estao envolvidas. A condutividade

18



eletrolitica & limitada a sistemas inorganicos, visto que moléculas orgénicas ou
biolégicas apresentam pouca ou virtualmente nenhuma condutividade (Lewiner et
al,2001). Além disso, medidas de condutividade sao sensiveis a variacdo 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 sifu das solugtes
e, dessa forma, impossibilitam o monitoramento em tempo real, essencial para
obtencao de dados cinéticos realisticos. A impossibilidade do monitoramento in
sifu da solugcdo em processos de cristalizacao ocorre por duas principais razdes:
1) a indisponibilidade de tecnologias, tais como sondas e sensores, gue permitam
medidas em modo remoto e 2) a interferéncia de soélidos em suspenso sobre as
medidas obtidas a partir da fase liquida. Assim, muitos métodos usados no
monitoramento de processcs de cristalizacdo requerem a etapa adicional de
separacdo dos fases durante a realiza¢do de medidas.

Muitos estudos tem sido recentemente realizados com objetivo de obter
meios mais eficazes de monitoramento de supersaturagdo. Dentre essas
metodologias, as espectroscopias vibracionais ATR-FTIR e Raman tem-se
destacado, uma vez que permitem medidas in sifu em processos de cristalizagéo,
sem interferéncia da fase soélida. A especiroscopia ATR-FTIR apresenta
vantagem de ser uma técnica tradicionaimente utilizada na analise de processos
quimicos, inclusive em ambiente industrial.

A espectroscopia ATR-FTIR foi utilizada por Dunuwila e Berglund (1997)
para medida de supersaturacdo in siti na presenca de cristais em cristalizacéo de
acido maléico. Os autores mostraram que a técnica era eficiente na determinagao
in sifu da concenfracdo de acido maléico, sendo a sensibilidade da técnica
suficiente para avaliar pequenas variagbes na supersaturacdo. A principal
vantagem do método foi a possibilidade de medidas a partir da solugdo sem
interferéncias da fase sélida. Trabalhos posteriores como os de Lewiner ef al.
(2001); Feng et al. {(2002); Fevolte (2002); Lewiner et al. (2002) e Grén et al.
{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 cristalizacdc de produtos farmacéuticos. Além de
monitoramento de supersaturacio, avaliacoes de caracteristicas mais especificas
como transformagdes polimorficas foram demonstrados por Salari e Young (1999);
Skrdla et al. (2001) e Lewiner et al. (2001). Profir et al. (2002) aplicaram a
espectroscopia ATR-FTIR no monitoramento da cristalizagdo a partir de mistura
racémica.

Os estudos utilizando Raman sac em menor nuamero, entretanto, indicam
um potencial deste método, semelhante ao apresentado por ATR-FTIR, O menor
nimero de estudos utilizando Raman deve-se, possivelmente, ao fato deste tipo
de espectroscopia ndo ser uma técnica tradicionalmente utilizada em processos
qguimicos industriais como a espectroscopia de infravermetho.

A técnica Raman, pelo que se conhece da literatura, foi inicialmente
utilizada no monitoramento de supersaturagcao por McMahon et al. (1986), sendo
que, até entéo, tinha sido utilizada apenas para solu¢bes concenfradas, mas n&o
supersaturadas. Também utilizando Raman, Elankovam e Berglund ({1986)
relataram sua aplicagdo no monitoramento in situ de solugbes supersaturadas de
dextrose visando descrigdo do seu mecanismo de nucleacdo secundaria. Mais
tarde, a adequacgéo de espectroscopia Raman na analise de solugdes de proteinas
levaram Schwariz e Berglund (1998a) a utilizar esta técnica espectroscopica no
monitoramento in sifu da cristalizagéo em gota suspensa de lisozima.

A adequabilidade da espectroscopia Raman na anadlise de solugbes
protéicas deve-se principalmente ao fraco espectro da agua, solvente universal de
materiais biolégicos, tal como proteinas. Nos estudos de Schwartz e Berglund foi
utilizada uma sonda de fibra olica equipada com uma objetiva que permitia
focalizar a radiacdo sobre alvos de pequenas dimensdes, 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 concentracdo de proteina ao longo de todo o processo de
cristalizacdo na gota (Schwartz e Berglund, 1999b). Com o sucesso do
monitoramento da supersturacao de lisozima, os autores sugeriram a possibilidade
de controle da supersaturag¢ado durante cristalizagdo em gota suspensa através de
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modificagdes nas taxas de difusdo de vapor. Ao que se conhece, este foi o
primeiro trabalho a reportar medidas de supersaturacao de proteinas através de
espectroscopia Raman e o primeiro estudo em que as medidas e controle da
supersaturacao na gota foi realizado de modo nao-invasivo.

Assim, ambas as técnicas, ATR-FTIR e Raman tém-se mostrado bastante
eficazes no monitoramento in situ de supersatura¢io com a vantagens de se obter
medidas a partir da fase liquida sem interferéncia da presenga de sélidos. Os
fundamentos de ambas as espectroscopias s&o apresentados a seguir.

2.4 ESPECTROSCOPIAS VIBRACIONAIS INFRAVERMELHO E RAMAN

A espectroscopia & tradicionalmente referida como o estudo das
interagbes da luz com a matéria. A luz é constituida de dois campos, elétrico e
magnético, mutuamente perpendiculares entre si que se propagam pelo espago.
A energia da onda é descrita na Equacao 2.13:

E=hc/i (2.13)

onde h & a constante de Planck (6,626 -10 * Js) , ¢, a velocidade da luz (3,3 -10°

ms) e 4 o comprimento de onda caracteristico.

As interagbes entre a luz e determinada amostra podem fornecer
informagdes a respeito da natureza de suas moléculas de acordo com os
fendmenos ocorrentes fais como absorgdo, fluorescéncia, fosforescéncia ou
espathamento em varias dire¢bes. A ocorréncia desses fendmenos dependem do
comprimento de onda da luz incidente assim como das caracteristicas da amostra,
estando relacionada com transicoes energéticas na molécula, enire seus niveis
eletronicos, vibracionais, rotacionais ou nucleares. A espectroscopia se classifica
em diferentes técnicas, de acordo com o fendmeno ocorrido e com a faixa de
comprimentos de onda do espectro. A Figura 2.1 apresenta as faixas de
comprimentos de onda uteis em algumas técnicas de espectroscopia.

Os fendmenos de interagéo ocorrentes nas espectroscopias infravermeiho
e Raman, utilizadas neste f{rabaiho, s&o absor¢do e espalhamento,
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respectivamente. Entretanto, apesar de se basearem em fendmenos diferentes,
0s espectros obtidos apresentam mesma faixa de comprimento de onda e essas
duas técnicas sdo, 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,
1985).

Comprimento de onda (nm)

1 10 ¢ 10° 10 100 10°
\ hd A ALl Y g Y
raio-x UV visivel infravermelho microondas
.,
~ A A A
Eletrdnica Vibracional Rotacional Nuclear Tiposde transigdo
\ A A i
W
Espectroscopia de  Espectroscopia  Ressonéancia o
Absorgao infravermetho e Nuclear magnética 7 écnicas
Eletronica Raman

Figura 2.1 - Regides de comprimentos de onda do espectro eletromagnético e
algumas técnicas relacionadas (Freifelder, 1982).

Algumas moléculas sao ativas em ambos os métodos, mas existem
algumas que séo ativas apenas em infravermelho e outras apenas em Raman, e
assim, essas duas técnicas séo ditas complementares entre si. De acordo com a
mecénica quantica uma vibragdo é ativa no espectro de absorgdo no
infravermetho quando durante a vibragdo ocorre uma mudan¢ga no momento
dipolar da molécula, e é ativa no espectro Raman quando durante a vibragéo
ocorre uma mudanga na polarizabilidade da molécula (Schrader, 1995). A
polarizabilidade €& a susceptibilidade da molécula sofrer distorgdo quando
submetida a um campo elétrico, de modo que os nucleos sao atraidos pelo polo
negativo e os elétrons sac atraidos peio pélo positivo. Essa distorgao causa um
momento dipolo P, dada pela relacéo:
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P=akE (2.14)

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

2.4.1 Espectroscopia de absorg¢do 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 &, alguns de seus eléfrons passam a ocupar um nivel mais elevado
de energia. Os principais niveis de energia de uma molécula sdo conhecidos
como niveis eletrdnicos, que representam ftransicbes eletrdnicas, e sao
representados através de diagramas de niveis energéticos referidos como 1° nivel
energético E+, 2° nivel energético E3, 3° nivel energético E3, e assim por diante.
Dentro de cada nivel eletrdnico ha subdivisdes que sdo conhecidos como niveis
vibracionais que correspondem aos niveis de energia relacionados aos
movimentos de vibracdo das moléculas decorrentes, por exemplo, dos
movimentos de ligagdes covalentes. Além dos niveis vibracionais ha subdivisdes
menores ainda conhecidos como niveis rotacionais, estes, no entanio sio de
pouca importdncia na espectroscopia de absor¢ao (Freifelder, 1982; Chang,
1971).

A iuz de um determinado comprimenio de onda é passivel de ser
absorvida por uma moiécula, quando a energia dessa radiacdo se iguala a
diferenca entre dois niveis energéticos da molécula,

Para grande parte das moléculas, os comprimentos de onda cuja energia
corresponde as transigbes eletrdnicas encontram-se na faixa da luz UV-visivel e
as transi¢des entre estados vibracionais decorrem de absor¢ao de luz na faixa do
infravermetho (Brame e Grasseli, 1977; Freifelder, 1982).

O mecanismo da espectroscopia no infravermelho é fundamentalmente
semethante a espectroscopia no UV-visivel por ambas basearem-se no mesmo
fendmeno, a absorgdo de luz. Estas duas técnicas se distinguem entre si por
estarem relacionadas a absorcdo de luz de diferentes freqiéncias ou
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comprimentos de onda e, conseqlentemente, possibilitam a identificagdo de
diferentes grupos quimicos. Independente do comprimento de onda e do tipo de
transigdo envolvida, a intensidade de absorcao & governada pela lei de Lambert-
Beer dada pela Equacéo 2.15:

| = le < (2.15)

onde i, e | sdo as intensidades da luz incidente e transmitida, respectivamente, € o
coeficiente de absorgdo molecular, e C e d, a concentracdc da amostra e a
distancia do caminho 6ptico, respectivamente. Na espectroscopia de infravermelho
é usual expressarmos as intensidades de absor¢ao em termos de porcentagem de
transmitancia T {%}):

T(%)= 100
I

(2.16)

Para analises quantitativas, a probabilidade de absorgdo, ou ainda
absorbéancia (Equacéo 2.17) é preferencialmente utilizada:

A=log,, (—;—)m -edC
Io (2.17)

O espectro infravermetho é caracterizado pela intensidade de absorgéo

em fungéo de numeros de onda v também conhecido por freqiiéncia (inverso do
comprimento de onda) expressa em unidades de cm”. A preferéncia por
diferentes unidades de expressao esta relacionada com o tipo de espectroscopia
utilizada. Nas regides visivel e UV, por exemplo, utiliza-se comprimento de onda »

expressa em unidades de nm. Na regido das microondas utiliza-se freqiiéncia v
em unidades de Hertz.

Na espectroscopia infravermelho ha ainda subclasses, de acordo com a
faixa de freqiiéncia do espectro. O termo genérico, espectro infravermetho, refere-
se a regido do infravermelho médio, “*Mid-IR", que corresponde a faixa de 4000
cm” (2,5 pm) a 400 cm™ (25 pm). Entretanto, sdo também parte do espectro
infravermelho as regides conhecidas como infravermetho préximo, “Near-IR” e
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infravermelho distante, “‘Far-IR", que correspondem, respectivamente, as faixas de
15.000 em™ (0,67 um) a 3.000 cm™ (3,33 pm) e 600 cm™ (16,67 um) a 10 cm™
(1000 pm) (Ewig, 1890).

A espectroscopia infravermetho é considerada atualmente uma das
técnicas mais versateis e flexiveis dentre as espectroscopias moleculares,
podendo ser aplicada para uma diversidade de materiais orgénicos, inorgénicos e
de origem biolégica, permitindo ainda a analise de produtos nos estados sélido,
liquido ou gasoso. Esta andlise de materiais em diferentes estados é realizada
através de acessorios desenvolvidos especificamente para diversos tipos de
aplicagao.

O desenvolvimento desses acessoérios, a partir da década de 80,
juntamente com a introducdo dos espectrofotdmetros baseados na transformada
de Fourier (FT), na década de 70, foram responsaveis pelo ressurgimento da
espectroscopia infravermelho como um instrumento de grande aplicabilidade e
potencial.

Os espectrofotdmetros FT se diferenciam dos antigos instrumentos
dispersivos pelo fato do sistema optico (espectrometro) se basear em um
interferémetro  ao invés de um monocromador. O sistema 6ptico € o principal
componente de um espectrofotdmetro que é também constituido pela fonte de
radiagao, o detector, o compartimento de amostras, os componentes eletrénicos e
o sistema de tratamento de dados.

O sistema optico € responsdvel pela separagdo da radiacdo em
comprimentos de onda distintos. Nos instrumentos dispersivos essa separacao é
realizada através de filtros ou grades conhecidos como monocromadores
enquanto que nos instrumentos FT ela & feita através de um interferdmetro.

O principal componete de um interferoémetro € o modulador onde & gerado
o interferograma, que € basicamente o sinal gerado durante a obtencido de um
espectro. O interferograma contém toda a informacgéo necessaria na geragdo do
espectiro, e para isso ele é processado através de um tratamento matematico
incluindo a transformada de Fourier. A grande vantagem do sistema &ptico

baseado no interferémetro € a velocidade de obtengao do espectros que permitem
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por exemplo a obtencdo de um espectro através de 100 varreduras em pouco
mais de um minuto.

Outros fatores que contribuiram no methor desempenho desses
intrumentos € a maior capacidade computacional que permite a manipulacéo dos
espectros através de fratamentos como a derivatizagdo, normalizacao, alisamento
dos espectros, alinhamento da linha base, subtrac@o de espectros, entre ouiros.
Em contraste com os antigos intrumentos, os sistemas épticos atuais possuem um
menor numero de reflexdes e menor caminho optico, contribuindo para maior
estabilidade do sistema e menor contato da radiagdo com o vapor d'agua e CO;
presentes no ar.

2.4.2 Espectroscopia de infravermelho com refletincia total atenuada - ATR

(“Atennuated Total Reflectance”)

Uma dificuidade da espectroscopia infravermelho tradicional era a
limitacdo na andlise de amostras em solugdo aquosa devido ao alto coeficiente de
absorgéo de luz infravermelho pela agua, impossibilitando visualizagdo de bandas
do soluto. Para amenizar o problema, uma pratica tradicionalmente utilizada é o
uso de solugbes deuteradas que apresentam menor coeficiente de absorgéo
(Freifelder, 1982, Chang, 1971) ou ainda a subfracéo digital dos espectros que
‘pennite diferenciar o espectro do solvente e do soluto. Essa subtragéo pode se
gqualitativamente satisfatéria mas nac é um método ideal para analises
quantitativas.

Além desses métodos tradicionais, uma outra alternativa mais recente é a
utilizacdo da técnica de refletancia total atenuada — ATR (“Attenuated Total
Reflectance”). A obtengao de espectros através dessa técnica difere do modo de
obtencao de espectros infravermelho convencionais pelo uso de um eiemento de
refletdncia interna ou elemento ATR posicionado entre a radiacdo e a amostra
(Figura 2.2).
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Figura 2.2. Diagrama esquematico da refletdncia total interna na técnica ATR-
FTIR.
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O elemento ATR é composto de um material com alto indice de refracéo,
tal como seleneto de zinco, iodeto de talio-brometo, germanio, entre outros. A
radiacdo é direcionada ao elemento ATR com determinado angulo de incidéncia 0
de modo a favorecer a refletancia total da luz através do mesmo. Para que haja
refletancia interna, o indice de refracdo do elemento narr deve ser maior que o da
amostra namestra © 0 &nguio de incidéncia 6 deve ser maior que o dngulo critico, que
& definido como sen ™ (Namesta! MATR)-

A radiagéo é refletida através do elemento ATR atingindo a interface entre
o elementio e a amostra em cada ponto de reflexdo, sendo a seguir direcionado
para o detector. O nimero de reflexbes varia de acordo com as dimensées e
formato do acessédrio. Apesar da suposta reflexao total na interface, a luz libera
uma radiagao em cada ponto de reflexdo que penetra uma pequena distancia na
amostra.

Essa radiacdc é denominada onda evanescente e sua profundidade de
penetracdo na amostra é da ordem de alguns micrometros. Um composto é capaz
de absorver a radiagdo a parlir da onda evanescente em determinados
comprimentos de onda. Caso ocofra a absorgdo, a radiagcdo direcionada ao
detector & atenuada nos comprimentos de onda absorvidos gerando as bandas no
espectro da amostra.
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Como a profundidade de penetragdo nesta técnica é pequena minimiza-se
a intensidade de absorcédo de fortes absorvedores como por exemplo a agua. De
acordo com a lei de Lambert-Beer, Equacio 2.15, a absorbancia é proporcional a
concentracdo e ao caminho optico, que na técnica ATR, € definido como o produto
do numero de pontos de reflexdao, N, em contato com a amostra e a profundidade
de penetracdo d, calculado através da Equacao 2.18:

d, = ke

° 21 (2.18)
2T SEN°O —(MJ

NaTr

onde i. € o comprimento de onda da radiacdo, 6 é o angulo de incidéncia e namostra

e natr S@o, respectivamente, os indices de refracdo da amostra e do elemento
ATR.

O valor de d, €& geralmente muito pequeno e as diferengas apresentadas
por diferentes amostras, em um mesmo comprimento de onda, € insignificante.
Assim, o produto “N. dp “ pode ser considerado virtualmente constante para cada
comprimento de onda, nao afetando assim o caminho optico efetivo. De maneira
geral, o comprimento de onda é o fator determinante da profundidade de
penetragdo para determinado elemento ATR. Por exempio, para um elemento de
Ge com angulo de 45°, a profundidade de penetragédo pode variar de 0,2 pym a 1
pm variando-se o comprimentio de onda de 3333 em™ a 833 em™ e, para um
elemento de ZnSe com angulo de incidéncia de 45°, pode variar de 0,5 ym a 4

pm, na mesma faixa de comprimento de onda (Coleman, 1893).

A configuragac do elemento ATR é bastante variavel, havendo atualmente
a disponibilidade de diferentes acessérios como placas horizontais para analise de
filmes polimeéricos, celuias cilindricas (CIRCLE cell - “Cylindrical Internal
Reflectance for Liquid Evaluation cell” ) para analise de solugdes, ou ainda sondas
de imersao que permitem a analise de sélidos assim como liquidos. Os elementos
em forma de placa horizontal e célula cilindrica sdo normalmente posicionados no
compartimento de amostras do espectrofotbmetro. A sonda de imersdo possui
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elementos Opticos 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 monocromatica,
cujo comprimento de onda ndo permite sua absorgdo, a maior parte da iuz
incidente é fransmitida diretamente através da amostra e outra parte é espalhada.
Maior parte deste espathamento é elastico, isto é sem perda de energia sendo que
a freqiéncia da luz espalhada v é a mesma da luz incidente vo. Esse tipo de
espalhamento & conhecido como espathamento Rayleigh (Ferraro e Nakamoto,
1994).

Ainda que com uma menor ocorréncia, outra parte do espathamento é
inelastico, sofrendo ganho ou perda de energia, sendo referido como
espathamento Raman. Nesse fenomeno, o ganho ou perda de energia pela luz
incidente ocorre devido a transigdes vibracionais da molécula durante interacao
com 2 luz e, assim, a freqiiéncia da luz espalhada v é sempre acrescida ou

diminuida pela freqiéncia vibracional da molécula, v : v= vo + v

Caso a luz sofra perda de energia, isto &, um féton da luz incidente é
transferido para a molécula, o espalhamento é do tipo Stokes. Caso ocorra o
processo inverso, isto &, a molécula transfere energia vibracional para o féton
incidente, o espathamento € do tipo anti-Stokes. Este processo inverso é muito
pouco provavel de ocorrer, e o sinal espectral resultante de um ganho de energia
é tao fraco que nao € usualmente detectado.

Assim, pode-se dizer que o espectro Raman é decorrente da diminuicao
na freqiéncia da uz incidente, vo - vy, {Freifeider, 1982).

Independente da freqiéncia de luz incidente, a informagado obtida na
espectroscopia Raman se da em termos de freqiéncias vibracionais, como na
espectroscopia por infravermelho, tornando-as complementares entre si (Brame e
Grosseli, 1977). Em um espectro Raman as linhas espectrais séo fornecidas em

fungdo de freqii@ncias denominadas “Raman shift” que sdo expressas em cm .
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A Figura 2.3 é uma representacdo esquematica ilustrando os mecanismos
de interacdo da luz nas espectroscopias infravermelho e Raman. Na
espectroscopia infravermetho, o feixe de luz i; de determinada frequéncia vo é
irradiada sobre a amostra, sendo parcialmente absorvida, de modo que a luz
transmitida chega ao detector com uma intensidade | diferente da inicial,
entretanto com mesma frequéncia vo. Na espectroscopia Raman uma luz de
frequéncia vo € irradiada sobre uma amostra decorrendo em dois tipos de
espalhamento: o espathamento eiastico {(Rayleigh) onde a luz espalhada tem a
mesma frequéncia vo da luz incidente, e 0 espalhamento inelastico (Raman) onde
a luz espalhada tem frequéncia igual a frequéncia da luz incidente v¢ mais a

frequéncia vibracional da molécula vy,

lo (V) Hv)

Infravermelho - | Amostra | —»

v —3p vyt v, (espathamento Raman)
Raman ——=0 i Amostra

> v, (espalthamento Rayleigh)

Figura 2.3. Mecanismos das espectroscopias Raman e infravermelho.

Apesar do potencial, a espectroscopia Raman n&o é tradicionaimente
utilizada como a espectroscopia infravermelho pois, por muitos anos, foi
considerada um método de baixa detecgdo. Do total de foétons incidentes, apenas
1 em 10° exibe espathamento inelastico (Ewing,1990) e, conseqiientemente, as
intensidades dos espectros sdo similarmente baixos havendo dificuidades na
deteccdo. Para uma boa sensibilidade na detecgdo das linhas espectrais é
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preciso uma fonte de ilumina¢&o bastante intensa como fontes de laser, que séo
atuaimente 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 entdo, € que ela se estabeleceu como uma técnica de maior
aplicabilidade em diversas areas de estudo. As fontes de laser mais comuns tem
sido Hélio-Nednio, Argbnio, Kriptonio e, mais recentemente, fontes de Nd-YAG
{"Neodymium doped Yitrium-Aluminum Garnet’). O laser He-Ne apresenta
relativo baixo custo, e assim, & um dos mais utilizados, embora em alguns casos
as fonte de Argbnio e Kripténio com maior poténcia sejam mais adequadas. A
adequabilidade de um ou outro laser depende das caracteristicas da amostra. Por
exemplo, as fontes de Kriptonio @ Nd-YAG com comprimento de onda na regio
do infravermelho, séo preferiveis quando se quer evitar efeitos de fluorescéncia
(Lserna, 1996). Muitos compostos fluorescem quando incididos por luz na faixa do
visivel e, devido a baixa ocorréncia do espalhamento Raman, as bandas do seu
espectro podem ser obscurecidas pela fluorescéncia. A aplicacdo de uma fonte
na faixa do infravermelho diminui os limites de deteccdo, mas a perda é
compensada pela diminuigdo da fluorescéncia.

Além da fonte de luz, o espectrofotémetro é composto basicamente por
um monocromador, um detector, um conjunto de componentes eletrénicos e um
sistema de tratamento dos sinais espectrais. Uma vez que a luz incide sobre a
amostra, a luz espalhada € captada por uma lente sendo entdao focada e
direcionada para 0 menocromador que, entdo, separa a luz em comprimentos de
onda ou frequéncias distintas. Alguns equipamentos possuem monocromadores
simples, embora os atuais instrumentos possuam um monocromador duplo ou
friplo.

Quanto ao detector, este pode ser simples ou com multicanais. O detector
do tipo simples é constituido por um tubo fotomuitiplicador que apresenia a
vantagem de ser bastante estavel e robusto, com possibilidade de operar com
sistemas que exibem alta fluorescéncia e também para medidas em baixas
frequéncias (menor que 30 em™). A desvantagem desse sistema é a estreita faixa

32



do sinal detectado em cada varredura (tipicamente de 1 cm™) fazendo com que a
obtencao de toda a faixa do especiro seja lenta (cerca de 20 min). Dessa forma, o
detector com multicanais é preferencialmente utilizado nos atuais intrumentos.
Este tipo de detector é constituido por uma série de fotodiodos (tipicamente 512
ou 1024), cada um encarregado de detectar uma diferente faixa do espectro
durante uma Unica varredura permitindo que © 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 detecgdo do especiro (Ewig, 1990).

O tratamento dos dados é realizado de maneira similar aos espectros
infravermeltho e, em alguns casos, algumas operagdes como a normalizacéo,
derivatizagdo, subtragdo e calibracdo dos espectros podem ser realizadas em
programas computacionais interfaciados a especirofotémetros de infravermelho.

Como na espectroscopia infravermelho, a andlise de diferentes tipos de
materiais & possivel através da espectroscopia Raman que & possibilitada através
do uso de diferentes acessérios. Uma das grandes vantagens da espectroscopia
Raman é a possibilidade de se posicionar a amostra em recipientes de vidro, uma
vez que estes sao virtuaimente transparentes a radiacdo na faixa do visivel, ou
apresentam sinais em uma regiao diferente daquelas regibes onde a maioria dos
compostos de interesse apresentam suas bandas de espalhamento Raman.
Qutra grande vantagem é a possibilidade de se focar o laser sobre amostras de
dimensées da ordem de até 1 um através da utilizagéo de lentes objetivas. Essa
possibilidade tem permitido a aplicacdo da espectroscopia Raman no campo da
microanalise, essencial em alguns setores, como exemplo os sistemas bicldgicos.

No entanto, a maior revolugdo da espectroscopia Raman foi,
provavelmente, o desenvolvimento da sonda de fibra dptica que permite a
aquisicdo de dados de modo remoto. A sonda de fibra 6ptica € constituida por um
conjunto de fibras opticas pelas quais o feixe de radiacéo é transportado a partir
do equipamento até a amostra e desta para o detector. Nesse sistema o
espalhamento é coletado a um angulo de 180°, conhecido como “backscattering”.

33



A distancia da amostra e do equipamento € limitada pelo comprimento dos cabos
de fibra éptica que podem ter comprimentos da ordem de até 1 Km (Ewig, 1980).

Considerando os recentes e continuos avancos desta técnica, considera-
se que ha atuaimente grandes vantagens em se utilizar simultaneamente ambas
as técnicas, infravermelho e Raman, para caracterizagdo e identificagdo de
compostos.

2.5 QUIMIOMETRIA APLICADA A ESPECTROSCOPIA

A guimiometria € uma disciplina que usa métodos matematicos para
planejar procedimentos otimos de medidas e experimentos e selecionar as
variaveis que fornegam o maximo de informagdes relevantes quantitativa ou
qualitativamente. Dentre as finalidades quantitativas da quimiometria se
encontram os metodos de calibracdo muitivariada. Tais métodos constituem um
campo de estudo a 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 a calibragdo multivariada de forma
superficial com o propdsito de apenas situar o leitor quanto a sua aplicacao nesse
trabalho. Para maiores detalhes sobre a calibragdo multivariada, métodos
diversos de regressdo multivariada sdo discutidos em textos de quimiometria
como os apresentados por Adams (1995); Massart (1988) e Kenneth (1898). Um
tutorial simplificado & ainda apresentado por Ferreira ef al. (1999) e discussoes
especificas sobre a calibragao PLS, utilizada neste trabatho, sdo apresentados por
Geladi e Kowaski, 1886 e Thomas (1994).

Na quantificagdo espectroscopica através de modelos de calibragao
convencionais relaciona-se a concentracdo de um determinado analito “C” com
uma variavel! do espectro tal como “Abs ,” (intensidade de absorgdo de luz num
dado comprimento de onda), “Lpco (altura de determinado pico do espectro) ou
ainda “Agico’ (@rea de determinado pico do espectro). Por envolverem uma UGnica
variavel do espectro, esses modelos podem ser precisos na quantificacdo de um
componente em solugbes puras em condigOes estaveis, entretantoc podem ser
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afetados na presenca de interferentes tais como temperatura, impureza, entre
outros, conhecidos por influenciarem a intensidade assim como a localizacao de
determinadas bandas espectrais. Na calibragao multivariada, a concentragao de
um ou mais analitos em uma mesma solucéo sa@o relacionados com todo o
conjunto de variaveis contidas nos espectros. Desse modo € possivel a predigéo
simultanea de dois ou mais soluios presentes em uma solucdo, assim como a
identificacdo de interferentes e de problemas eventuais com a linha de base.

Dentre os principais métodos de calibragdo muitivariada - como o MLS
(“‘Multiple Linear Regression™), PCR (“Principal Component Regression”) e PLS
(“Partial Least Squares™), cada um baseando-se em diferentes tratamentos
matematicos - o modelo PLS, utilizado neste trabalho, tem sido preferido no
campo da espectroscopia devido a sua maior simplicidade e também por ser mais

robusto, com boa estabilidade dos parametros do modelo com a introdugdo de
novas amostras.

Na caiibragdo multivariada os espectros sdo organizados em uma matriz X
{n x m), de variaveis independentes,

xli xlz xlm
X=|Xa X2 Xam
xnl xnz xnm

onde as linhas representam as amostras e as colunas representam as variaveis,
no caso, 05 comprimentos de onda. Da mesma forma, o conjunio de dados
contendo as concentragbes das amostras € 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, da-se inicic ao
processo de calibracdo no qual se faz iniciaimente um tratamento ou
preprocessamento dos dados tais como centralizagdo ou autoescalamento. Na
centralizacdo, calcula-se a média das intensidades para cada comprimento de
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onda, a qual € subtraida 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 variaveis apresentam
diferentes unidades, os dados centralizados séo divididos pelo respectivo desvio
padrac. Dados espectroscopicos na grande maioria sao centralizados na média.
Esses processamentos s&o realizados através de programas computacionais
como o MATLAB e, atuaimente, sao disponiveis em programas desenvolvidos
especiaimente para tratamento de dados espectroscopicos.

Apos o preprocessamento dos dados, a matriz € manipulada através da
Analise de Componentes Principais {PCA - “Principal Component Analysis™), que
consiste de analise conjunta dos dados visando correlacionar o maior nimero
possivel de variaveis, resultando em um nimero reduzido de dados. Um novo
sistema de eixos & gerado para representar as amostras, sendo esses eixos
denominados de fatores, componentes principais ou variaveis latentes. A
obtencao desses eixos € representada na Figura 2.4, onde através da covaridncia
de dados originais em um plano tridimensional XY e Z sao gerados dois eixos
PCs e PC. 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, 0 sistema apresentaria tantas
dimensdes quanto fossem os comprimentos de onda da faixa espectrai.

O conjunto de eixos gerados, referidos como componentes principais, PC1,
PC,, PC3 e assim por diante, sdo apresentados em ordem de maior relevancia no
modelo, isto €, que descrevem a maior variagdo dos dados. Por exemplo, o PC;
correlaciona as variaveis originais (comprimentos de onda), que methor
descrevem a varidncia das concentracdo das amostras. As novas coordenadas
das amostras, no novo sistema de eixos das componentes principais, s&o
denominadas de “scores’. Cada componente principal é construido pela
combinacdo linear das varidveis originais, sendo que os coeficientes dessa
combinac¢ao linear sao denominados de “loadings”.
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Figura 2.4 Representacdo grafica da regressao de componenies principais
gerando vetores de covariancia.

Feita a analise de PCA, prossegue-se com o processo de calibragdo
selecionando-se o numero de fatores (ndmero de componetes principais ou
nimero de variaveis latentes) que serdo empregados na construcdo do modelo.
Para a determinacdo das componentes principais empregados na modelagem,
existem diferentes métodos, sendo a validagdo cruzada um dos métodos mais
utilizados devido sua praticidade.

A validagao cruzada consiste em remover uma amostra do conjunto de
calibragao, construindo um novo modeio temporario sem essa amostra. A seguir,
o novo modelo & aplicado para prever a conceniragdo da amostra removida,
calculando-se o erro de predicdo dessa amostra. O processo € repetido para cada
amostra do conjunto de calibraglo, calculando-se no final o valor de PRESS
(“Predicted Residual Error Sum of Squares™) que €& a soma dos quadrados dos
erros de predicdo de cada amostra. Ao final, € obtido um grafico onde sao
apresentados os valores de PRESS em fungdo das componentes principats.
Através desse grafico, o nimero de fatores ou componetes principais sera definido
como o valor correspondente ao menor valor de PRESS ou o valor a partir do qual
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um acréscimo no nimero de fatores ndo modifica o valor de PRESS. A selegdo
do namero minimo de fatores garante a eliminac@o de informacoes relacionadas a
ruidos e interferéncias. A validagdo cruzada serve também para a avalicdo do
modelo gerado, através dos erros de predigio calculados durante o procedimento.

2.6 APROTININA: PROPRIEDADES GERAIS E CRISTALIZAGAO

A aprotinina, ou “Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor” (BPTI) é uma
proteina de 58 residuos de aminoacidos, 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 a existéncia de trés ligacbes 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 interagdes proteina-
proteina e na protecdo de proteinas recombinantes da agao de proteases (Norris
et al., 1990; Tscheche et al., 1987). Como farmaco, tem sido indicada no
fratamento de choque hemorragico-traumatico em cirurgias cardiacas e de grande
porte (Baufreton ef al. ,11996 ; Carrera ef al.,1993; Quereshi et al., 1892).

A aprotinina estd presente no figado, pulmdo e pancreas bovinos e é
também expressa em sistemas recombinantes (Barthel e Kula, 1995; Zhong et al,,
1999, Azzonief al, 2002).

Na recuperacéo e purificacdo desta molécula, diferentes métodos tém sido
explorados, entre eles, cromatografia de troca ibnica e HPLC de fase reversa
(Norris ef al, 1990; Zurek et al, 1996), cromatografia de afinidade através da
adsorgao em enzimas imobilizadas {(Kassel, 1970; Fiorucci, 1995; Barthel e Kula,
1995; Azzoni e Miranda, 1899) e cromatografia de ador¢do em ions metdlicos
imobilizados (Genaro et al., 2002; Tamagawa et al., 1999).

A literatura ndo descreve processos de RPB de aprotinina baseados em
cristalizacgo. A cristalizacdo de aprotinina é citada na literatura mas, em grande
parte, como instrumento de estudos visando caracterizagdo molecular e seu
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comportamento em solugiio (Kunitz e Northrop,1935; Walter e Huber, 1983;

Wilodawer et al., 1984; Wiodawer et al., 1987; Berndt et af.,1992).

Alguns estudos sobre as condigbes de cristalizacdo de aprotinina foram
realizados por Lafont et al. (1894, 1997) e Veesler et al. {1996). Lafont et al.
(1994) estudaram a solubilidade de aprotinina na presenca de NaCl e verificaram
que esta € menor quanto mais altas a temperatura e a forca ibnica, sendo o efeito
da temperatura mais pronunciado em forga ibnica baixa. Lafont et al. (1997)
estudaram a solubilidade de aprotinina em solucdes de (NH4)250, e KSCN em
diferentes temperaturas.

Em ambos os casos, a solubilidade de aprotinina foi baixa na presenga de
forgas ibnicas altas, comportamento este, semethante ac observado nas solugtes
contendo NaCl. Em relagdo a temperatura, a solubilidade foi maior com o
aumento de temperatura para as solugdes contendo KSCN, comportamento este,
oposto ao apresentado pelas solucoes de NaCl e (NH,):S04. Veesler ef al. (1996)
determinaram velocidades de crescimento dos cristais hexagonais de aprotinina
em solucbes de NaCl que foram de 15,8 a 37,8 um/dia.

2.7 LISOZIMA: PROPRIEDADES GERAIS E CRISTALIZAGAO

A lisozima é uma proteina com massa molecular de 14,4 kDa e ponto
isoelétrico de 11,5, enconirada principaimente em ovos de aves e também
presente na lagrima, secrecdo nasal, saliva, baco e leuctcitos. A lisozima tem
sido considerada por décadas a proteina modelo em estudos de cristalizagdo de
proteinas, sendo extensamente explorada em diversos estudos.

A facilidade de lisozima gerar cristais a partir de solugdes é certamente a
principal razdo desta proteina ser mais explorada em estudos de cristalizagéo.
Além disso, atualmente, o maior volume de dados sobre a cristalizagdo de
lisozima em relagdo a outras proteinas estimula sua escolha como modelo
contribuindo para que essa posicdo seja mantida. Entretanio, a
representatividade de lisozima como modeic & atualmente questionada, visto que
resultados obtidos com essa molécula ndo se aplicam a cristalizacdo de outras
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proteinas, sendo que estas, em grande parte apresentam maiores dificuldades
(Chayen e Saridakis, 2001).

Apesar da lisozima ser utilizada como modelo, algumas observagbes
sobre sua cristalizacao realizadas por diferentes autores tem sido contraditorias
mostrando que apesar da relativa facilidade de cristalizar, os fendomenos
envolvidos n&o sdo ainda bem compreendidos. Ao passo que alguns autores
sugerem o crescimento do cristal a partir de unidades moleculares (Durbin e
Feher, 1986; Rosenberger ef al., 1996), outros autores contestam essa informacgéo
alegando que as unidades de crescimento sio agregados moleculares (Wilson e
Pusey, 1992; Grimbergen ef al., 1999; Price et al.,2001.

Ataka e Tanaka (1986) relataram que, na cristalizagdo de lisozima, um
aumento da supersaturacac nao necessariamente resulta no aumento da
nucleacdo, como sugere a teoria da nucleacdo (Boistelle e Astier, 1988).
Entretanto, Judge ef al. (1999), assim como Riés-Kautt e Ducruix (1992), afirmam
que quanto maiores a supersaturacdo e a temperatura, maior a nucleagdo de
lisozima, como previsio pela teoria.

Fiddis et al. (1979); Kam et al. (1978);, e Pusey € Naumann (1986)
também se deparam com observacdes contraditérias. Fiddis ef al. concluiram que
a taxa de crescimento de cristais de lisozima é controlada pela nucleagdo na
superficie, sendo limitada simplesmente pela cinética do fenémeno. Ao contrario,
Kam et al. (1978) afirmam que, ndo somente a cinética mas também, os efeitos de
transporte devem ser igualmente considerados. Pusey e Nauman concluiram que
o crescimento de cristais de lisozima & governada pela cinética de superficie e
depende do quadrado da supersaturacéo local.

O estudo da cristalizagdo de lisozima baseando-se em modelos de
crescimento cristalino estabelecidos para moléculas convencionais foi realizado
por Durbin e Feher (1986). Entretanto, n&o foi possivel estabelecer um modelo
que conseguisse ser aplicado para diferentes condigbes, levando-o assim a
questionar a aplicacdo de modelos convencionais a cristaliza¢do de proteinas.

A solubilidade de lisozima em fungdo de temperatura, pH e da presenca
de diferentes sais, NaSCN, NaCl e NaNQO; é apresentada por Howard ef al.
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(1988); Ataka e Asai (1988); Guilloteau ef al. (1992) e Judge ef al. (1999). Estes
estudos mostraram que a solubilidade e a cristalizag@o de lisozima era afetada
pela temperatura, pH e pela presenca de sais liotropicos de acordo a série de
Hofmeister. Maiores ndameros de cristais foram obtidos em aitas temperaturas e
pH na faixa de 4,0 a 5,2.
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CAPITULO 3 - MONITORAMENTO DE SUPERSATURAGAO ATRAVES DE

ESPECTROSCOPIA ATR-FTIR

No presente capituio sdo apresentados os estudos realizados através da
espectroscopia ATR-FTIR, visando o monitoramento e controle da supersaturacéo
de lisozima. Estes estudos foram realizados utilizando-se dois diferentes
acessorios: uma placa horizontal contendo elemento ATR de Ge e uma sonda de
imerséo contendo elemento ATR conico de ZnSe.

A utilizagdo de lisozima nesses estudos deu-se pelo fato de ser uma
molécuia de relativo baixo custo, além de ser uma das moléculas mais utilizadas
em estudos de cristalizacdo. As condi¢gbes do meio de cristalizacdo de lisozima
basearam-se em dados encontrados na literatura (Howard ef al, 1988) e
consistiram de solugdes acetato de sédio 50 mM a pH 4,5, contendo NaCl como
agente redutor de solubilidade. A solubilidade de lisozima no presente estudo foi
determinada em tubos Eppendorf de 1,5 mi, sendo os sobrenadantes analisados
por medidas de absorbancia a 280 nm.

A utilizacdo do acessério horizontal de Ge baseou-se em uma pequena
célula de cristalizagéo, com capacidade de 1,0 ml de solugéo, tendo como fundo a
superficie do elemento horizontal de Ge. Desse modo, com o meio de
cristalizacéo depositado sobre o elemento ATR, o processo era monitorado in situ.
A obtencdo e controle da supersaturacdo nesse reservatério era baseada na
evaporagao induzida por diferenca de forga ibnica do meio em relacdo a uma
solucéo salina circulante.

Esse sistema apresentou sucesso na supersaturagdo da solugdo protéica
por evapora¢do assim como no monitoramento do processo antecedendo &
formagao dos cristais. O monitoramento das solu¢des se baseu em um modelo de
calibracdo 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 superfiie de Ge interferindo nas medidas,
inviabilizando © seu uso para esse meioc especifico de cristalizagdo. Atenta-se

para o fato de que a proteina da fase liquida ndo apresentou adsorcdo no
elemento ATR.

Além da célula de cristalizagao por difusdo de vapor, com o problema de
adsorcao de cristais, foi avaliada a aplicabilidade da sonda de imers&o no
monitoramento de solucdes protéicas. O modeio PLS desenvolvido apresentou
boa precisao e aplicabilidade para diferentes temperaturas.

O problema encontrado na utilizagdo desse sistema de monitoramento foi
a adsor¢ao protéica (tendo-se testado lisozima e insulina suina) sobre a superficie
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, trés vezes cristalizada, fornecida
pela Sigma, EUA, foi utilizada nestes estudos sem tratamento adicional. Demais
reagentes utilizados foram de pelo menos grau analitico. Para avaliagdo da
adsorcao protéica na sonda ATR utilizou-se tripsina suina fornecida pela Biobras,
Montes Claros, MG, Brasil. Todas as solugdes foram preparadas em agua
purificada em equipamento Mili-Q (Millipore, EUA) e filtradas em filtros de acetato
de celulose com tamanho de poros de 0,45 um, também da Mitipore, EUA. As

solucbes foram filtradas em seringa de 3,0 ml acoplada a um suporte para fittros,
com didmetro de 25 mm.

Equipamentos e acessoérios: Na obtencac dos espectros ATR-IR foram
utilizados: um especirofémetro infravermelho modelo Protégé 460 da Nicolet
Instruments, EUA, uma sonda Dipper 210 contendo elemento ATR cénico de ZnSe
da Axiom Analytical, EUA e um acessério contendo elemento ATR horizontal de
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Ge da Spectra-Tech, EUA. Na determinagdo de solubilidade de lisozima utilizou-se
espectrofotdmetro Hitachi, EUA e um banho termostatico da Quimis Aparethos
Cientificos, Brasil (precisdo + 0,2 °C). Para ajuste de pH utilizou-se pH-metro
Corning, EUA.

3.1.2 Determinacao da solubilidade de lisozima

Volumes de 1,5 ml de solugdo supersaturada de lisozima na presenca de
NaCl foram mantidos em repouso em tubos Eppendorf a 24°C, em banho
termostatico. As concentra¢des de proteina dessas solugdes basearam-se nos
dados de solubilidade de lisozima relatados por Howard et al. (1988). essas
concentragdes foram estabelecidas em valores significativamente maiores que as
solubilidades, garantindo que as solugbes estivessem supersaturadas. As
concentracdes de lisozima eram de 20 a 150 mg/ml e as concentragdes de NaCl
de(Q24a15M

As solugtes do ensaio foram preparadas a partir de diluigdes de solugbes
concentradas de NaCl e de lisozima, ambas preparadas em tampaoc acetato de
sodio a pH 4,5, sendo este pH ajustado através da adigdo de NaOH no caso da
solucéo salina e com adi¢do de HCI no caso da solugdo protéica. Previamente ao
ajuste, as solugdes com alta concentragdo protéica apresentavam um pH em
alguns décimos de unidades acima de 4,5 e as solugbes com alta concentracdo de
sal apresentavam um pH com alguns décimos de unidades abaixo desse valor.

Para cada condigao haviam varios tubos, que eram removidos do banho
termostatico ao longo do tempo, tendo 0 seu sobrenadante avaliado através de
absorbéncia a 280 nm, aplicando o coeficiente de extingdo Azsonm de 2,32 mi.mg™
previamente determinado. Para a realizagdo das medidas de absorbéncia, as
solugbes eram centrifugadas (2000 g, 5 min) e devidamente diluidas. Esse
procedimento era repetido para cada condicdo até que a concentragdo do
sobrenadante fosse constante indicando o equilibrio do processo na dada
condi¢éo.



3.1.3 Desenvolvimento de sistema para cristalizacdao por difusdo de vapor

com monitoramento por ATR-FTIR

Foi construido um sistema para cristalizagdo adaptado a um acessorio
ATR, visando o monitoramento iny situ de péquenos volumes, da ordem de 1,0 mi
(Figura 3.1). O acessoério ATR utilizado foi um elemento horizontal de germanio
suportado em uma placa de aluminio (pega A). O sistema construido consistiu de
duas pecas em acrilico (pecas B e C).

Compartimento para Anelde
solugdo protéica bomacha

Figura 3.1. Elemento ATR composto por cristal de Ge (pega A) e célula de
cristalizacdo composto pelo compartimento para solugdo de proteina (peca B) e
célula de fluxo de solugao salina (peca C).

45



A peca B, uma placa horizontal com uma cavidade central vazada, era
anexada ao acessério ATR através de quatro parafusos, criando-se assim um
pequeno reservatério sobre o cristal de Ge. Desse modo, uma solugéo no interior
desse reservatério poderia ser monitorada através da radiacdo proveniente do
cristal de ATR quando o sistema era adaptado ao espectrofotémetro.

Uma vez que a solucao de proteina a ser cristalizada era acomodada no
reservatorio sobre o elemento ATR, adaptava-se entdo a parte C que era uma
célula de fluxo composta de canais de entrada e saida por onde era possivel
circular uma solugéo salina & uma vazao especifica. A célula de fluxo era provida
de parafusos para sua fixacdo a primeira peca. Anéis de borracha de vedagao
foram utilizados entre cada uma das pecas.

Uma vez adaptada ao sistema, a célula de fluxo se encontrava em contato
com o reservatério de solu¢do protéica, sendo que no centro da mesmo havia uma
abertura conectando-a com o reservatério inferior. A borda da abertura foi
delimitada com uma fina parede para evitar que a solucao salina derramasse no
reservatério de solugcéo protéica. Assim, ao fazer circular uma solugdo com alta
concentracéo salina na célula de fluxo, criava-se uma diferenca de pressao de
vapor entre a solugéo salina e a solucéo de proteina.

Na Figura 3.2 tem-se a representacdo esquematica do sistema montado.
Na busca de equilibrio entre as solugdes, ocorria a evaporacdo de agua da
solugdo protéica para a solugdo salina através da abertura, mimetizando a
cristalizagdo em gota suspensa, método tipicamente utilizado na éarea de
cristalografia de proteinas, discutido em detalhe no pyréxim,o capitulo - item 4.1.2.

3.1.4 Obtencao e calibracao dos espetros a partir da célula de Ge

Os espectros ATR-FTIR de lisozima foram obtidos através de 72
varreduras e resolucdo de 8 cm™. No inicio do procedimento coletava-se o
“background” que consistia do espectro a partir do elemento ATR, o qual era
subtraido automaticamente dos espectros das solucdes de interesse.
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Figura 3.2. Desenho esquematico do modo de operagdo da célula ATR de
cristalizacao por difuséo de vapor.

Para a construcdo do modelo de calibragao, preparou-se solugdes padrao
com concentracoes 10 a 270 mg/mi de lisozima em tampéao acetato de sédio 50
mM a pH 4,5. Volumes de 1,0 ml de cada solugdo padrao eram depositados no
reservatério sobre o elemento de Ge e com o sistema adaptado ao
espectrofotometro, eram obtidos os espectros das solugdes. As solugcdes eram
depositadas e removidas com o uso de uma pipeta automatica. Este

procedimento foi realizado & temperatura ambiente (cerca de 24°C).

Para obtencdo dos espectros a partir dos padrées, ndo foi necessario
acoplar a célula de fluxo para solugdo salina, e assim, utilizou-se apenas o
reservatério sobre o elemento ATR (pecas A e B). Para evitar evaporagao a partir
da solucdo durante coleta dos espectros, o reservatoério era coberto com uma
laminula de vidro que era selada sobre o mesmo através de uma pelicula de graxa
de silicone (Figura 3.3). Coletados os espectros das solucdes padrdo, estes
foram entao calibrados através do modelo PLS utilizando o software Quant-IR da
Applied Systems, EUA.
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/ Acessorio ATR \

Figura 3.3. Representacdo esquematica do sistema de coleta de espectros ATR-
FTIR de solugcdes padrao a partir do acessoério ATR horizontal.

Feixe de radiagao

3.1.5 Obtencido e calibracao dos espetros a partir da sonda de imersao

Dipper 210

O procedimento inicial para a utilizagdo desta sonda foi sua adaptagao ao
espectrofotdmetro FTIR através da construcdo de uma plataforma visando
alinhamento dos componentes Opticos da sonda em relagdo ao feixe de luz
projetado pelo equipamento. Essa plataforma consistiu de uma placa metélica
fixada a base do instrumento, sobre a qual era imobilizada a sonda. O sistema de
fixacdo foi elaborado de forma a permitir um prévio ajuste do alinhamento do
acessorio em relagao ao feixe de luz proveniente do instrumento. Na Figura 3.4 é
apresentada uma foto da sonda assim como um desenho esquematico da sonda
acoplada ao espectrofotdmetro.

Para obtencdo dos espectros, a sonda era instalada no instrumento e sua
extremidade era imersa na solu¢@o a ser analisada. Os componentes 6pticos na
base da sonda captavam o feixe de radiagdo proveniente do equipamento e o
conduzia até a extremidade da sonda através de uma fina tubulagcdo metalica
referida como extensor (Figura 3.5). O feixe de luz atingia entdo o elemento
conico ATR, sendo a seguir refletido na interface entre sonda e solugéo e
conduzido de volta ao instrumento através de uma segunda tubulagdo, ou
extensor. Ao refletir na interface entre sonda e solugéo, parte da luz era liberada
em forma de onda evanescente que quando absorvida pela solugdo gerava o
espectro.
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Figura 3.4. Foto da sonda Dipper 210 e representacdo esquematica da sonda
instalada em um espectrofotébmetro (Manual Axion Analytical, EUA).

Os espectros foram obtidos através de 72 varreduras e com resolugéo de
8 cm™. No inicio do procedimento, coletava-se o “background” que consistia do
espectro a partir do elemento ATR, o qual era subtraido automaticamente dos
espectros das solugdes de interesse. Para a construgdo do modelo de calibragéao,
preparou-se solugdes padrao com concentragées de 0 a 100 mg/ml de lisozima
em tampéo acetato de sédio 50 mM a pH 4,5. De acordo com as dimensées da
sonda um minimo de 20 ml de solugdo eram necessarios para que o elemento
ATR conico permanecesse inteiramente imerso. Os espectros dos padrées foram
entdo 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 reflexao do
feixe de luz infravermelho. Diametro externo da sonda: 25 mm.

3.2 RESULTADOS

3.2.1 Determinagao de solubilidade de lisozima

Volumes de 1,5 ml de solugdo supersaturada de lisozima contendo de 20
a 150 mg/mi de proteina e de 0,24 a 1,50 M de NaCl foram mantidos em repouso
em tubos Eppendorf a 24°C, em banho termostatico. Em intervalos de tempo
diferentes, os tubos eram retirados do banho, e a concentracdo de proteina do
sobrenadante era avaliado através de absorbdncia a 280 nm, aplicando o
coeficiente de extincdo Agsonm de 2,32 mi.mg’1 previamente determinado. Esse
procedimento era repetido para cada condicdo até que o sobrenadante

50



apresentasse uma concentragdo constante ao longo do tempo, indicando o
equilibrio do processo na dada condicao.

Na Tabela 3.1 sdo apresentadas as composi¢des iniciais e finais das
solucbes que resultaram na formacdo de cristais, assim como os tempos
aproximados para se atingir o equilibrio.

A curva de solubilidade obtida é apresentada na Figura 3.6, em
comparacdo com os dados fornecidos por Howard et al(1988). Os valores de
solubilidade aqui obtidos foram préximos dos valores da literatura, especialmente
para as solu¢des com concentragdo de NaCl acima de 0,5 M.

Tabela 3.1. Solubilidade de lisozima a 24°C.

Concentragdo | Concentragdo inicial Concentracédo final de Tempo (dias)
de NaCl (M) de proteina (mg/ml) proteina (mg/mi)
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 55 6

Os cristais obtidos no experimento apresentaram forma cubica (Figura 3.7)
e tamanhos variados, de centenas de micrébmetros a pouco mais de 1,0 mm.

Howard et al. (1988) mencionaram o tempo de duas semanas para atingir
o equilibrio das solugdes, entretanto, para os dados aqui apresentados, os tempos
de equilibrio aproximados foram de 6 dias para algumas condi¢ées e de até 40
dias para outras condi¢des. A diferenca deve-se provavelmente a variacéo entre
os graus de supersaturacdo das solugdes iniciais, sendo que esta influencia as
cinéticas de nucleacéo e crescimento. Atenta-se ainda para o fato da deficiéncia
da agitacdo na obtencdo dos dados de solubilidade aqui apresentados. A
agitacdo dos tubos de 1,5 ml era proveniente apenas do movimento de vibracéo

da agua gerado pela bomba do banho termostatico.
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Figura 3.6. Solubilidade de lisozima a 24 °C em tampé&o acetato de sédio 50 mM,

pH 4,5: (® ) dados experimentais, (m ) dados de Howard et al. (1988).

| 500um
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Figura 3.7. Fotomicrografia de cristais de lisozima obtidos a partir de solugdo
tampao acetato de sodio 50 mM, pH 4,5 a 24 °C.

Na Figura 3.8 sdo apresentadas, junto a curva de solubilidade, as
condicdes iniciais das solu¢bes que originaram os valores de solubilidade e as

condigbes iniciais de solu¢des onde ndo houve crescimento de cristais dentro do
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periodo de 40 dias. Esse grafico apresenta, a grosso modo, a faixa da zona
metaestavel: regido situada entre as condigcfes que geraram e as que nao
geraram cristais, considerando que o periodo de 40 dias é o suficiente para as
solucbes terem atingido o equilibrio. Esses dados serviram de base na
determinacdo das condicdes do meio a serem explorados durante estudos de
monitoramento da cristalizacéo utilizando espectroscopia infravermelho.

160
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0 T H T * T T t
015 0,35 0.55 0,75 0,85 1,15 1,35 1,85
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Figura 3.8. Solubilidade de lisozima a 24 °C em tampao acetato de s6dio 50 mM
a pH 4,5 na presenca de NaCl ( m ). Condi¢des iniciais de solugbes que geraram
cristais { o ) e condigbes iniciais de solucbes que ndo geraram cristais ().

3.2.2 Calibracao dos espectros FTIR de lisozima obtidos atraves do

elemento ATR de Ge

Espectros a partir de volumes de 0,5 a 1,0 ml de solugbes de lisozima
foram coletados através do sistemna apresentado na Figura 3.3. Para a construgéo
do modelo de calibragéo, coletou-se os espectros de 14 padrées contendo de 10 a
270 mg/ml de lisozima em tampé&o acetato de sodio 50 mM a pH 4,5. Na Figura
3.9 séo apresentados os espectros dos padrdes.
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Figura 3.9. Espectros de solugédo de lisozima em tampao acetato de sédio 50 mM
a pH 4,5 obtidos por FTIR utilizando elemento ATR de Ge. Concentracdes de
lisozima de 10 a 270 mg/ml, total de 14 espectros.

Os espectros apresentaram bandas a 3500 cm™ (caracteristico das
vibragdes OH da &gua), a 1550 em™ (caracteristico das vibragbes de grupos
amida de proteinas) e a 1650 cm™ (caracteristico de vibragdes da agua assim
como da proteina). Os espectros foram calibrados através do modelo PLS (“Partial
[ east Square”) utilizando o software Quant IR da Applied Systems, EUA. No
desenvolvimento do modelo, selecionou-se as regides do espectro de 1486 a 1567
cm™, contendo uma banda de absor¢io pela proteina e de 1587 a 1728 cm™,
contendo uma banda cuja intensidade é a soma da absorcéo pela proteina e pela
agua. Na Figura 3.10 € apresentada em escala ampliada a regido dos espectros
utiizada no modelo de calibragdo. As intensidades das bandas aumentaram
proporcionaimente com o aumento da concentragao das solugdes.Na calibracio
PLS é necessario definir o nimero de fatores, istoc €, 0 nimero de componentes
principais. No modelo de calibragdo € aconselhavel que se utilize um numero
minimo de fatores, numero este, sugerido pelo programa computacional através

dos graficos de PRESS (Figura 3.11).
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Figura 3.10. Bandas de proteina e agua apresentadas pelos espectros de
solucao de lisozima de 10 a 270 mg/ml em tampao acetato de sodio 50 mM a pH
4.5 obtidos por FTIR utilizando elemento ATR de Ge.
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Figura 3.11. Grafico de PRESS obtido no modelo de calibracdo PLS para a

predigdo de lisozima em solugdes tampéo acetato de sédio 50 mM, pH 4,5 através

de ATR-FTIR utilizando elemento de Ge.
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O grafico de PRESS é discutido anteriormente na secéo de revisdo da
literatura. Lembrando que os fatores, ou componentes principais representam as
variaveis comprimenfos de onda, o grafico é ufilizado para indiretamente
selecionar dentre estas variaveis, aquelas que tem melhor resposta em relagédo
ao aumento da concentragéo. Neste caso, o grafico indicou que 2 (dois) fatores €
o nimero adequado para © modelo.

O modelo de calibragao desenvolvido apresentou erro padrdo médio de
3,5 mg/ml de lisozima determinado pelo método de validagédo cruzada “leave one
out cross validation™.

Neste metodo de validagdo o programa computacional remove o especiro
de um padrdo, desenvolve um modelo de calibragdo temporario considerando os
demais espectros e utiliza tal modelo para predizer as concentragbes dos
componentes do padrao cujo espectro foi removido do modelo. O processo é
entdo. repetido para os demais espectros do conjunto de padrdes. Ao final do
processo, o programa fornece os erros absolutos ocorridos durante a predicdo de
cada amostra removida.

A avaliagdo do modeloc é entdo descrita pelo erro padrao médio, que
consiste da média dos erros ocorridos para cada amostra. O programa fornece
também o gréfico da validagdo (Figura 3.12) que auxilia principalmente na
identificacio de “outliers’, isto &, de valores com desvio significativo em relagao ao
conjunfo global de dados . Esses valores devem ser excluidos do conjunto de
dados para um melhor desempenho do modelo de calibragdo. Neste caso néo foi
identificado nenhum “outlier”.

Desenvolvido o modelo de calibracao avaliou-se a consisténcia dos dados
gerados pelo mesmo ao longo do fempo a partir de uma mesma solucdo. Essa
avaliacdo 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 alteracées nos espectros coletados ao longo do tempo e,
conseqiientemente, influenciar a predicéo.
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Figura 3.12. Validagao cruzada “leave one out” na calibragdo de espectros ATR-

FTIR de lisozima em tampao acetato de soédio 50 mM, pH 4,5 utilizando elemento
de Ge.

Coletou-se, portanto, espectros em intervalos de tempo determinados a
partir de uma mesma solugio e, a seguir, aplicou-se o modelo de calibragéo sobre
estes espectros, obtendo-se assim os valores de concentragdo preditos ( Figura
3.13). A variancia dos valores preditos foi de 13,7 mgmi? sendo que os valores
preditos eram maiores durante o dia, especialmente a farde, e eram menores
durante a noite @ manha. Registrando-se a temperatura ambiente no decorrer do
dia, a qual era maior durante a tarde, e mais baixa durante manha e noite, conciui-

se que a instabilidade da temperatura era a razdo da variagdo dos valores
preditos.

Visto a influéncia da temperatura sobre o monitoramento, foram tomadas
medidas para atenuar a variacdo 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 concentragbes. Os valores preditos
passaram a ser mais estaveis, com varidncias de 2,5, 0,19 e 0,31 mg%ml® para
as concentracoes de 245, 150 e 30 mg/ml, respectivamente. (Figura 3.14).

57



70

L3
L4}

80

. Fﬁf‘%%%gp M%ﬁ%

L
<

i8]
[44]

£
E
£ g
__g 40 120 §
3 30 A 15 g
§ e 5
% >0 } —B--- concentragio de isczima 10 =
e -—4— Temperatura
S 104 5

1] : : ; : ; 0

11:08 19:55 0345 11:32 1921 6310
Terrpo (hrin)

Figura 3.13. Valores de concentracao de lisozima em tamp&o acetato de sédio 50
mM, pH 4,5 preditos ao iongo do tempo através da aplicagdo de um modelo de
calibragdo PLS de espectros ATR-FTIR. Valor de concentragdo esperado: 54
mg/mi. Variancia dos valores preditos: 13,7 mg2/mi? .
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Figura 3.14. Vaiores de concentra¢ao de lisozima em tampao acetato de sédio 50
mM, pH 4,5 preditos ao longo do tempo através da aplicagdo de um modelo de

calibracdo PLS de espectros ATR-FTIR. Valores esperados de concentracio: 245,
150 e 30 mg/mi. Variancias dos valores preditos: 2,5, 0,19 e 0,31 mg%mi®.
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Na ocasido em que os novos experimentos foram realizados a
temperatura ambiente era de aproximadamente 24 com variacdode +1°C. Este
fato indicou que o método de calibracdo € preciso, havendo no emntanto a
necessidade de controle da temperatura. Em processos politérmicos onde é
prevista a necessidade de predicdo em diferentes temperaturas, existe a
possibilidade de construgdo de modelos de calibracéo incluindo a temperatura
como uma variavel do sistema. Esse procedimento, entretanto envolve tempo e
consumo adicional de amostras. Para a predi¢do de concentragdes na célula de
cristalizacdo desenvoivida, sem sistema de troca de calor e controle de
temperatura, nao se justificaria o desenvolvimento de tal modelo.

3.2.3 Concentracdo de solugdes de lisozima através de difusido de vapor

aplicando a célula ATR de cristalizagéo

Uma vez demonstrada a consisténcia dos dados preditos pelo modelo de
calibracdo, aplicou-se este modelo para o monitoramento do processo de
supersaturacido de solugbes de lisozima através de evaporagéo induzida por
difusdo de vapor, realizada com a aplicagdo da célula ATR de cristalizagéo
(Figuras 3.1 e 3.2).

Um volume de 1,0 mi de solugéo protéica foi acomodado no reservatério
sobre o elemento ATR em Ge, o qual foi a seguir acoplado a célula de circulagao
de solugdo salina, e devidamenie posicionado no compartimento de amostras no
espectrofotémetro. A solucao protéica possuia 0,4 M de NaCl, ao passo que a
solucdo circulante continha 3,0 M de NaCl e uma vazédo de 25,0 ml/min. Ambas
as solucdes foram preparadas em tampao acetato de sodio 50 mM a pH 4,5.

A diferenga de forga ibnica entre a solugdo protéica e a solugéo salina
circulante criava uma diferenga de pressédo de vapor entre os dois reservatorios,
provocando evaporagdo e concentragdo da solugdo protéica, mimetizando a
cristalizagcéo em gota suspensa.
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Espectros da solugdo protéica eram coletados ao longo do tempo e,
assim, a concentrac@o protéica era monitorada in sifu e em tempo real. Alravés
deste sistema, solucdes contendo 33 e 72 mg/ml de lisozima foram concentradas
a uma taxa linear (Figura 3.15), sendo esta taxa dependente da diferenca de forca
ionica entre solugdo protéica e solugao salina.
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Figura 3.15. Monitoramento da concentragdo de solugdes de lisozima no interior
da célula de cristalizacdo contendo elemento de Ge durante etapa de evaporacao
por difusdo de vapor. Composi¢ao inicial das solugdes protéicas: 33 e 72 mg/mi
de lisozima e 0,4 M de NaCl em tampao acetato de sédio 50 mM, pH 4,5.
Solugdo circulante: 3,0 M de NaCl em tampao acetato de sédio 50 mM, pH 4.5
com vazéo de 25 mi/min.

A vantagem deste método é a simplicidade de controle da taxa de
evaporac¢do que consistia em diminuir a concentracéo de sal na solucao circulante
para diminuir a velocidade de evaporacao da solugao de lisozima e, ao contrario,
aumentar a concentragdo de sal na solugdo circulante para evaporar e saturar a
solugao protéica mais rapidamente.

O sucesso do modelo de calibragdo, assim como o bom desempenho
demonstrado pelo sistema de evaporagdo gerou boas expectativas para a
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continuidade dos estudos, uma vez que estavam garantidas as possibilidades de
monitoramento in sifu da solucdo através de ATR-FTIR e de controle da
supersaturacao através da evaporagao induzida. Esse conirole consistiria em
suprir a necessidade de supersaturacaoc da proteina durante o processo de
cristalizagéo, evitando, entretanto, uma supersaturacdo demasiada e nucleacgéo
excessiva.

Dando entao continuidade dos estudos, avaliou-se a seguir o desempenho
do método de monitoramento das solugdes durante o crescimento de cristais de

lisozima.

3.2.4 Monitoramento in situ de solugbGes supersaturadas na presenca 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 liquida em processos
de cristalizacdo sem interferéncia dos solidos. A adequacao do método deve-se
principalmente ao fato de a profundidade de penetragdo da radiacao na amostra
ser muito pequena, da ordem de alguns micrometros, dificiimente atingindo as
particulas presentes na solugdo. Mesmo que estas estejam muito préximas ao
elemento ATR, existe sempre uma pelicula de liquido separado-as da superficie
do elemento.

No presente estudo, avaliou-se a possibilidade de monitoramento in situ
de solucado supersaturada na presenca de cristais de lisozima através de ATR-
FTIR utilizando a célula de cristalizacdo desenvolvida a partir de um acessério
ATR de Ge. Um volume de 1,0 ml de solugao supersaturada de lisozima contendo
86 mg/mi de proteina e 0,7 M de NaCl foi adicionada ao reservatério do sistema
de cristalizagdo sobre o elemente ATR. De acordo com experimentos realizados
anteriormente, era conhecido que, nestas condigdes a solugdo poderia gerar
cristais dentro do periodo de algumas horas. O reservatério foi fechado com uma
laminuia de vidro selada sobre a borda do mesmo através de uma fina camada de
graxa de silicone.  Espectros a partir da solucdo foram coletados ao longo do
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tempo, visando obter o perfil de concentragdes da mesma durante a formacgédo dos
cristais.

De acordo com o perfil de concentra¢des esperado, deveriamos observar
um decréscimo da mesma ao longo do tempo enquanto estivesse ocorrendo a
formac@o e crescimento dos cristais. No entanto, o perfil obtido (Figura 3.16) foi
oposto ao esperado. A concentragdo predita aumentou ao tongo do tempo
atingindo um patamar apos determinado periodo. Esse aumento de concentracao
&, entretanto, irreal, uma vez que nao houve no processo acréscimo de soluto ou
remocéo de solvente. Uma possivel causa desta superestimativa poderia ser a
adsorcao do soluto sobre o Ge ao tongo do tempo gerando uma falsa idéia de um
aumento iocal da concentracdo. Essa hipotese, entretanto, foi descartada visto
que, em experimentos anteriores, utiizando o mesmo modelo de calibragao, as

concentracoes preditas eram constantes ao iongo do tempo por periodos de até
20 horas (Figura 3.14).
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Figura 3.16. Monitoramento da concentracdo de lisozima no interior da célula de
cristalizacdo contendo o elemento de Ge durante etapa de cristalizaco.

Concentragio inicial da soiu¢cdo: 86 mg/ml de lisozima em tampao acetato de
sodio 50 mM , pH 4,5 e NaCl 0,7 M.
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Descartada a possibilidade de adsorgdo do soluto, restava a hipétese de
ter havido interacdo dos cristais de proteina e o elemento ATR de Ge,
ultrapassando assim a camada de liquido entre os mesmos. Apesar da molécuia
livre em solucdo nao apresentar interagéo com o Ge, seu rearranjo estrutural no
cristal poderia ter proporcionado uma distribuicdo de cargas favoravel a sua
interacdo com o Ge. Ao final do processo observou-se que 0s cristais de lisozima,
que tinham dimensbes de cerca de 0,5 mm, n@o haviam simplesmente decantados
sobre o elemento ATR mas de certa forma aderidos ao mesmo. Uma vez
existindo essa interagdo entre cristais de lisozima e Ge seria esperado que
ocorresse uma superestimativa da concentragcdo pois os picos do espectro do
solido, com maior numero de moléculas por unidade de volume expostas a
radiacdo, apresenta maiores intensidades que os picos do espectro a partir de
moiéculas solubilizadas no liquido.

Comparando-se os espectros da solucdo sem cristais e da solucdo
contendo cristais {espectros esses, referentes ao primeiro e Gitimo pontos da
Figura 3.16, respectivamente) observa-se uma diferenca entre os mesmos (Figura
3.17). O espectro a partir da solug@o com cristais apresenta maiores intensidades
dos picos a 1550 e 1650 cm™ em relagso ‘a solugdo sem cristais, assim como a
presenca de pequenas bandas, localizadas em torno de 2950 cm™ e abaixo de
1500 em™, inexistentes no espectro de somente solugo.

A presenga dessas bandas torna o espectro obtido a partir da solugao na
presenca de cristais semelhante ao espectro obtido a partir de filme seco de
lisozima aderido ao Ge. Este uitimo foi obtido depositando uma fina camada de
solucdo concentrada de lisozima sobre o Ge e deixando o solvente evaporar para
entdo coletar o espectro. Esse procedimento foi uma alternativa para se obter o
espectro do sélido, sendo que através de simples deposicdo dos cristais de
lisozima sobre o elemento de Ge néoc se obteve o contato necessario para se
obter um espectro ATR.

A semelhanga entre o espectro do filme seco de lisozima e o espectro da
solucdo contendo cristais corrchoram com a hipétese de que houve interagéo
entre os cristais de proteina e 0 elemento ATR de Ge.

63



intensidade relativa

0,5

3750 3250 2750 2250 1750 1250 750

Nimero de onda (cm™)

Figura 3.17. Espectros ATR-FTIR de lisozima a partir de ( _) solugéo limpida de
tampdo acetato dé sodio 50 mM, pH 4,5; ( _ ) solucdo contendo cristais em
tampao acetato de sodio 50 mM, pH 4,5 e ( _ ) pelicula protéica seca aderida
sobre o elemento ATR de Ge, obtida através de secagem do solvente.

Assim, ao contrario do esperado, o monitoramento da solugéo de lisozima
foi influenciado pela presenca dos cristais devido a interacéo destes e o elemento
ATR. Entretanto, essa interacdo nao contradiz as demonstracbes feitas por
Dunuwila e Berglund (1987). O gue deve-se considerar é que as particulas nao
deveriam interferir no monitoramento da fase liquida, considerando que o feixe de
luz raramente consegue atingir as particulas. No presente estudo, a interferéncia
era inevitavel, uma vez que, com a adsor¢ao das particulas sobre o elemenio de
reflexéo interna, néo existia mais o filme de liquido intermediando as particulas e o
elemento ATR. Uma das razdes das constatagbes aqui apresentadas é que o
presente estudo envolve moléculas de proteina conhecidamente aderentes em
diferentes tipos de material.

Além da hipdtese de adsorgio dos cristais, uma outra suposicédo era de
que o simples fato de os cristais terem decantado sobre o cristal ATR tenha
favorecido a interacdo com a radiagdo. Ao contrario de Dunuwila e Berglund
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(1997) que utilizaram uma sonda ATR de imersdo em um cristalizador agitado com
os cristais em suspensdo, no presente trabaltho, além de ndo haver agitacéo, a
solugdo se encontrava por cima do elemento ATR permitindo que o0s cristais
decantassem sobre o mesmo. A principio acreditava-se que apesar dos cristais
terem decantado sobre o elemento ATR, a onda evanescente ndo atingiria os
mesmos uma vez gque sua profundidade de penetragac no elemento de Ge variava
de 0,22 1,0 um.

Para avaliar o efeito da decantagdo de cristais sobre o elemento ATR
sobre as medidas dos espectros, realizou-se um experimento com decantacéo de
cristais de (NH4)2S04, que, supostamente, nao adsorveriam no elemento de Ge.
Coletou-se inicialmente espectros de solugdes com concentragbes conhecidas do
sal (Figura 3.18), e construi-se um modelo de calibragdo a partir destes
espectros. O modelo foi construido a partir de solugdes com 0,2 a 4,0 M de
(NH4)2504. Os espectros foram coletados através de 72 varreduras e com
resolucio de 8 cm™. O namero de fatores utilizado foi de 2 e as regides do
espectro consideradas na calibragao foram de 11996 a 1000,9 cm-1 e 1510,1 a
1359,6 cm™. O modelo desenvolvido apresentou erro padrdo médio de 0,0157 M.
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Figura 3.18. Espectros ATR-FTIR de solugdes de {NH4).S0,4 depositadas sobre
elemento de Ge.
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Desenvolvido um modelo de predicdo de conceniracdo de (NH4)2S50,
fez-se a verificagdo do efeito dos cristais na predicdo da concentracdo da
solugéo.

Inicialmente coletou-se espectros ao longo do tempo a partir de solucéo
saturada deste sal, na auséncia de cristais. A seguir adicionou-se cristais do sal
com cerca de 1 mm de dimenséao a esta solucdo e coletou-se novos espectros. A
quantidade de cristais de sa! adicionada foi visuaimente semelhante a quantidade
de cristais presentes no experimento com lisozima.

A partir dos espectros coletados e do modelo de calibragéo previamente
desenvolvido, obteve-se o perfil de concentragdes da solugio salina antes e apds
a adigéo dos cristais (Figura 3.19).
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Figura 3.19. \Verificacdo de efeito da presenca de cristais na predicao de

concentracoes de (NH4)SO4 na fase liquida através de ATR-FTIR utilizando célula
de Ge.

66



A conceniracdo predita da solugdo ndo foi afetada pela presenca de
cristais. Salienta-se que, caso a decantacdo dos cristais fosse o suficiente para
que a onda evanescente atingisse os mesmos, essa possibilidade seria mais
acentuada para o (NH4)2S04 do que para a lisozima, uma vez que oS
comprimentos de onda das bandas de absor¢do deste sal s&o maiores que os das
bandas de proteina e, dessa forma, de acordo com a Equagdo 2.18, a

profundidade de penetragdo em sua solugdo & maior do que na solugéo de
proteina.

Por outro lado, observa-se que os cristais de proteina apresentaram
dimensdes menores que os cristais do sal; assim permitia-se que esses cristais de
proteina tivessem um melhor contato com a superficie do elemento de Ge.

Na Figura 3.20 sédo apresentados espectros obtidos antes e apds a
adicao dos cristais, nos quais ndo se observa variacdo significativa das
intensidades dos espectros. O espectro da solugdo na presenga de cristais refere-
se ao Ultimo ponto do perfil de concentragdes da Figura 3.19, assumindo que,
nesse estagio, a decantacéo dos cristais ja estivesse estabilizada.

Esta constatacdo corrobora com a hipétese de interaclo dos cristais de
lisozima e o cristal de Ge, descartando-se também a possibilidade de
monitoramento da cristalizag@o desta proteina nas dadas condigbes. No entanto,
ndo se descarta a possibilidade de utilizacao do sistema para outras moléculas,
principaimente outras proteinas, pois, a interagdo ocorrida entre os cristais de
lisozima e o elemento ATR de Ge pode ser decorrente de caracteristicas
especificas dos cristais de lisozima, assim como das condigdes do meio, incluindo
pH, forca ibnica e temperatura. Como exemplo, podemos citar a adsor¢éo de
lisozima na sonda ATR de diamante, observado por Schwartz e Berglund (1999a),
impossibilitando assim o seu monitoramento através dessa sonda. Entretanto,
durante realizacdo de experimentos exploratérios no presente estudo, utilizando
aprotinina em cristaliza¢gbes em gota suspensa, constatou-se que era possivel o
seu monitoramento através dessa sonda, sem interagdo da mesma com o
elemento ATR.
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Figura 3.20. Espectros ATR-FTIR de solugido de (NH4)»S04 na ( _ ) auséncia de
cristais e na ( _ ) presenca de cristais obtidos através de célula de Ge.

Os estudos de monitoramento: ufilizando esse  sistema: poderiam: ser
prosseguidos testando-se outras proteinas, assim como tentando variar as
condicdes das solugbes de lisozima buscando evitar a interagao dos cristais. A
variago dessas condigbes, poderia envolver mudanga de pH, forga iénica, ou
tampao. Entretanto, isso seria uma tarefa de certo modo complexa, visto que a
variagao das condi¢des podem interferir na cristalizacao da proteina.

Os estudos de monitoramento atraves desse sistema foram assim
interrompidos, tendo-se optado por dar continuidade ao trabalho avaliando uma
segunda metodologia com aplicagdo da sonda de imersdo Dipper 210. Uma das
expectativas na utilizacao desta sonda era de que o elemento ATR desta sonda,
composto de outro material, o ZnSe, apresentasse comporiamento distinto do
ocorrido com o elemento de Ge. Além disso, uma vantagem desta sonda era o
fato da mesma ser imersa na solugcao, com a superficie do elemento ATR voltada
para baixo, ndo ocorrendo assim decantagéo dos cristais sobre a mesma.
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3.2.5 Calibracdo dos espectros de lisozima obtidos atravées da

sonda Dipper 210

Para a adaptac¢éo da sonda Dipper 210 ao espectrofotdmetro Protégé 460
foi desenvolvido um sistema de fixacéo que foi elaborado de forma a permitir ©
deslizamento da sonda sobre o eixo perpendicular ao feixe de radiacao permitindo
um ajuste fino do seu alinhamento em relagdo & esse feixe de luz. O ajuste do
alinhamento era realizado a cada vez em que a sonda era reinstalada ao
equipamento.

Para obtencéo dos espectros, a sonda era instalada no instrumento e sua
extremidade era imersa na solugdo a ser analisada. Os espectros a partir desta
sonda foram obtidos através de 72 varreduras e resolugao de 8 cm™. No inicio do
procedimento, coletava-se o “background” que consistia do sinal produzido a
partir do elemento ATR a ser subftraido automaticamente dos espectros das
solugdes de interesse.

Para a construcdo do modelo de calibragdo para predicdo da
conceniracao de lisozima a partir desta sonda, coletou-se espectros de solugdes
padrées dessa proteina com concentragbes variando de 0 a 100 mg/mi. Essas
soluctes foram preparadas em tampéao acetato de sodio 50 mM, pH 4,5 e durante
a coleta dos espectros elas eram acomodadas em reservatério encamisado
permitindo © controle da temperatura, que foi mantida a 24°C através de
circulacdo de agua termoestatizada.

Os espectros das solugbes utilizadas na calibracdo sdo apresentados na
Figura 3.21, onde se observa uma banda com intensidade maxima em cerca de
3400 cm™ referente ao espectro da agua, uma banda em cerca de 2350 cm™
referente ao diéxido de carbono proveniente do ar e duas outras bandas em cerca
de 1450 e 1650 cm™ referentes & proteina com contribuicéo do espectro da 4gua
em 1650 cm™.

A intensidade da banda referente ao diéxido de carbono apresenta cerfa
instabilidade, com valores negativos em alguns espectros, devido a variagdo de
sua concentracio no interior do compartimento de amostras. Essa instabilidade,
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Figura 3.21. Espectros ATR-FTIR de solugdes de lisozima de 0 a 100 mg/ml em
tampdao acetato de sodio 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 proteina e agua apresentadas pelos espectros ATR-FTIR
de solugdo de lisozima de 0 a 100 mg/mi em tampéo acetato de sodio 50 mM, pH
4 5. Espectros obtidos a 24 °C através da sonda de ZnSe.
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entretanto, nao interferiu nos resultados aqui apresentados, uma vez que que a
respectiva regido espectral néo foi incluida no modelo de calibragdo.

Na construcdo do modelo selecionou-se a regido espectral de 17704 a
1485,0 cm™ contendo bandas provenientes da lisozima com contribuicio do
espectro da agua em cerca de 1650 ecm™ (Figura 3.22).

Neste modelo estabeleceu-se o nimero de fatores de 4 e obteve-se um
erro padrac médio de 2,4 mg/mi de lisozima determinado peloc método de
validacao cruzada “leave one out cross validation” (Figura 3.23).

120

100

Concentracho predita (mgfmi}
3

20 4

0 20 40 60 80 160 120
Concentragao real (mg/mi)
Figura 3.23. Validacdc cruzada “leave one out’” do modelo de calibragdo de
especiros ATR-FTIR de solugbes de 0 a 100 mg/mi de lisozima em solugdo

acetato de sodio 50 mM, pH 4,5. Espectros coletados a 24 °C através de uma
sonda ATR de ZnSe.

Desenvolvido o modelo de calibragao, avaliou-se o efeito da temperatura
sobre os dados gerados por esse modelo. Nessa avaliagdo registrou-se os
valores de concentracdo preditos a partir de especiros coletados em diferentes
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temperaturas e observou-se possivel varia¢do dos valores em fungdo da
temperatura. Foram avaliadas temperaturas de 12 a 35 °C e o teste foi realizado
utilizando-se solugdes com concentracoes de 8,6 a 96,0 mg/mi de lisozima.

Para o controle da temperatura, a solugdo era mantida em um frasco
encamisado onde se fazia a troca de calor utilizando circulagdo de agua
proveniente de um banho termostatico. A temperatura foi monitorada através de
um termdmetro introduzido na solugdo. A solugdo no frasco era fracamente
agitada através de uma barra magnética e o frasco era fechado, havendo orificios
na tampa para a introducao da sonda e do termémetro.

Para cada solugdo coletou-se espectros em diferentes temperaturas e, a
partir de cada espectro obteve-se valores de concentracdo preditos nas
respectivas temperaturas (Tabela 3.2). As concentragfes preditas variaram em
relacéo as concentragbes esperadas (valores de concentracdo de acordo com ©
preparo das solugdes). Na Tabela 3.3 tem-se os erros na predigcdo das
concentracaes para cada solucao e na Figura 3.24 tem-se o perfii desses erros em
funcéo da temperatura.

Tabela 3.2. Efeito da temperatura na predicac de concentracdo de lisozima em
tampéo acetato de sédio 50 mM pH 4,5, através da sonda ATR de ZnSe.

Concentragbes preditas em diferentes temperaturas {tg/mi

Concentracdes
esperadas 12°C | 14°C | 17°C | 20°C ; 23°C | 26°C | 28°C {1 32°C | 35°C

| (mg/mi)
8,6 10,1 1 111 | 113 |1 123 | 126 | 136 | 140 | 150 | 160

17,2 173 | 183 | 183 | 183 | 208 | 209 | 213 | 222 | 220
31,0 295 1289 | 300 | 30,7 | 31,1 | 329 | 333 | 333 | 340
45,0 422 | 410 | 430 | 437 | 443 | 445 | 454 | 46,7 | 46,7
58,0 572 : 580 | 582 | 59,2 | 586 | 594 | 60,0 | 60,8 | 61,0
75,0 744 | 743 | 750 | 754 | 763 | 762 | 772 | 76,1 | 76,4
96,0 - 840 | 940 | 945 | 940 | 941 | 945 | 935 | 940
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Tabela 3.3. Erros na predi¢ao de concentragao de lisozima em tampao acetato de
sodio 50 mM pH 4,5 através da sonda ATR de ZnSe.

Erros de predicao: diferencga entre as concentracdes preditas e as
concentracdes esperadas {mg/ml)

Concentracdes Erro
esperadas 12°C | 14°C | 17°C | 20°C | 23°C | 26°C | 29°C | 32°C | 35°C | maximo
(mg/mi) (mg/mi)

8,6 16 125 | 27 1 37 140 | 50 54 | 64 7.4 7,4

17,2 0,1 1,1 11 121 1 36 | 37 | 41 5,0 4,8 5,0

31,0 156 12111003} 0,1 1.9 | 23 | 2,3 3.0 3,0

45,0 281401201 -13 |07 1-05 |04 | 17 1,7] 40

58,0 08,00 {12 12| 16 {14 | 20 | 28 3,0 3,0

75,0 06 [-07 1 00 04 | 13 [ 12 [ 22 | 11 14 22

96,0 201 -201-15|20!-19|-15 | -256 | -20 2,5

10 -—e—86mgm -—o—172mgml -—o—310mgimi —m— 450 mg/m
k580 mgim  —e—750 mg/m  —a&— 96,0 ma/mi

Erro de predico (mg/ml)
N

10 15 20 25 30 35
Temperatura (°C)
Figura 3.24. Erros obtidos na predicdo de conceniragbes de lisozima por ATR-
FTIR em fungdo da temperatura: diferenga enire valores preditos e valores
esperados. Conceniragoes preditas a partir de espectros ATR-FTIR coletados

através da sonda de ZnSe. Solugbes preparadas em tampao acetato de sédio 50
mM, pH 4,5. Concentragbes das solugbes indicadas no grafico.
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Através da Figura 3.24 observa-se que com ¢ aumento da temperatura
ocorreu um aumento no erro na predicdo das conceniracbes, exceto para a
solugdo de 96 mg/mi de lisozima. Entretanto, na Figura 3.25, onde se tem o
perfil dos erros relativos das predicdes, se observa que os erros foram
significativos (maior que 10%) apenas para as concentracdes de 8,6 e 17,2 mg/mi
com maximos em cerca de 86,0 e 27,0%, respectivamente, sendo que para a
concéntragéo de 31,0 mg/ml o erro maximo foi de cerca de 8,0% e para demais
valores os erros ficaram abaixo de 5%. Verificou-se assim que o modeic de
calibracdo é razoavelmente preciso para concentragcdes acima de 30,0 mg/ml.
Para valores abaixo desta concentra¢do, os erros de predicido foram mais
significativos, provaveimente, devido 'a menor sensibilidade do método para
concentracoes baixas.

100

—— B6mgml 82— 17 2mgiml —o— 31,0 mgimi —m—45,0 mgiml
—a— 58,0 mgiri —o— 75,0 mg/ml —aA—— 96,0 ng/mi

80 -

Erro relativo de predigio (%)

10 15 20 :ais 3b 35
Temperatura (°C)
Figura 3.25. Erros relativos obtidos na predi¢do das concentracdes de lisozima
em funcdo da temperatura. Concentracoes preditas a partir de espectros ATR-
FTIR coletados através da sonda de ZnSe. Solucbes preparadas em tampédo

acetato de sédio 50 mM, pH 4,5. Concentracdes das solugbes indicadas no
grafico.
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3.2.6 Ensaios de monitoramento de solugdes de lisozima através da sonda

Dipper 210

Avaliada a influéncia da temperatura no modelo de calibragdo, foi avaliado
o monitoramento de uma solugao ao longo do tempo de modo a observar possivel
efeito de interferéncias ou estabilidades do sistema. A sonda foi imersa em
solucdo acetato de sddio 50 mM pH 4,5 contendo cerca de 30 mg/mi de lisozima.
Espectros a partir dessa solugao foram coletados em intervalos de 10 minutos e
esses espectros foram interpretados em termos de concentracéo de lisozima a
partir do modelo de calibragdo. Os valores preditos, ao contraric do que se
esperava, aumentaram ao iongo do tempo (Figura 3.26).
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Figura 3.26. Ensaio de monitoramento de concentrag&o protéica através de ATR-
FTIR utilizando sonda de ZnSe ao longo do tempo em condi¢cao constante.
(m) Lisozima a 30 mg/mi em fampéo acetato de sodio 50 mM pH 4,5; (0) lisozima a
47 mg/mi em tampéo acetato de sdédio 50 mM pH 4,5 e NaCl 1,0 M; (o) lisozima a

42 mg/mi em HO e (@) tripsina a 15 mg/ml em tampé&o acetato de sédio 50 mM
pH 45,
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Essa observacao levou a hipétese de ter ocorrido adsor¢éo da lisozima
sobre a superficie da sonda causando a idéia erronea de aumento da
conceniragdo. De modo a verificar a influéncia das condigbes do meio
favorecendo essa adsorcao, repetiu-se o experimento para solugdes de lisozima
em apenas agua e no mesmo tampao na presenca de NaCl. Tendo observado o
mesmo comportamento de adsorcdo da lisozima na sonda, mesmo a partir de
diferentes condictes, testou-se outra proteina, a tripsina suina, sendo que esta
também apresentou o mesmo comportamento (Figura 3.26).

Na Figura 3.27 sdo apresentados espectros de lisozima em tampéo
acetato de so6dio 50 mM pH 4,5 coletados antes e apds observada a adsorgéo,
assim como 0 espectro de um filme de lisozima aderida a sonda (este foi obtida
através de deposi¢do de solucdo concentrada de lisozima seguida de evaporagéo
do solvente). Através da comparacgao dos espectros coletados no inicio e no final
do processo, observa-se apenas uma peguena variacao das intensidades das
bandas caracteristicas da proteina. O espectro de lisozima ao final do estagio de
susposta adsorgdo se assemelha mais aquele obtido a partir da solugdo do que
com o espectro a partir de lisozima seca.

Baseando na hipdtese de o erro na predicdo das concentragbes ter sido
causado por instabilidades intrumentais, e nao devido interagdo do soluto com a
sonhda, realizou-se teste semeihante utilizando solugdo de (NH4)2S0,. Iniciaimente
coletou-se espectros a partir de solugbes com concentracbes conhecidas de sal.

Na Figura 3.28 sdc apresentados espectros obtidos a partir destas
solugbes, os quais foram utilizados para a construcdo de um modelo de
calibragéo.

O numero de fatores utilizado na calibragdo foi de 2 e as regides do
espectro utilizadas nesse modelo foram de 11996 a 1000,9 cm' e 1510,1 a
1359,6 cm ~. O erro padrao médio determinado pela validagéo cruzada “leave
one out” foi de 0,01 M.
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Figura 3.27. Espectros ATR-FTIR a partir de solugcdo de lisozima em tampé&o
acetato de sodio 50 mM, pH 4,5 coletados ( _ ) imediatamente apds imersédo da
sonda, ( _) 6 horas apds a imerséo 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 solu¢des padrdo de (NH.4).S0Os4 empregados na
construcéo do modelo de calibracao.
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A seguir, a sonda foi imersa em uma solugdo contendo cerca de 1,0 M de
(NH4),S04 a partir do qual foram coletados espectros ao longo do tempo com
intervalos de 10 minutos. Os espectros foram interpretados em termos de
concentragcac do sal através do modelo de calibragédo previamente desenvolvido,
gerando um perfil de concentragbes ao longo do tempo (Figura 3.29). O valor
predito era constante com o tempo corroborando com a suposicao de que a
adsorgéo protéica foi de fato a razéo dos erros de predicdo das concentracdes de
lisozima e tripsina.

20

18 -

1.2 -

P & & il PO S W & PO S P W W

08 -

04 -
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0,0 : 5 ; : ‘ 1 .
00 05 1,0 15 20 25 30 35 40
Tempo (h)
Figura 3.29. Verificacdo da estabilidade da predicdo de concentracdo de
~ {NH4)2S04 ao longo do tempo através de ATR-FTIR utilizando sonda de ZnSe.

Desse modo, esses estudos mostraram que, apesar da eficacia do modeio
de calibragdoc com pouca influéncia da temperatura mostrando o potencial da
espectroscopia ART-FTIR para o monitoramento de supersaturacéo, o sistema foi
inadequado para o monitoramento da concentra¢ao de lisozima ao longo do tempo
devido a adsorgéo 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 n&o invalida a
aplicacdo do método para proteinas em geral, sendo que estas moléculas podem
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apresentar caracteristicas especificas na interagdo com diferentes materiais.
Sugere-se assim, que estudos com outras proteinas ou com outros elementos
ATR que nao promovam adsorgac protéica, possibilitariam o uso de ATR FTIR no
monitoramento da supersaturagao dessas moléculas.

Uma possibilidade da causa da adsorgio protéica no elemento ATR de
ZnSe seria através de ligacdo de coordenacdo com o Zn®" de modo semethante
ao observado na cromatografia IMAC (“Immobilized Metal lon Chromatography”),
na qual proteinas sdo adsorvidas em uma matriz cromatografica carregada com
jons metalicos como Cu®, Zn**, Ni* e Co?® (Porath, 1988; Sulkowiski, 1985;
Vijayalakhmi, 1989). Para a verificacéo dessa possibilidade sugere-se a adi¢éo de
imidazol no meio de cristalizacdo na tentativa de atenuar a adsorgdo proteica.
Nesse caso, deve—se assegurar de que o imidazol nao interfira na cristalizacao da
proteina. Outra alternativa, além da adi¢do do imidazol, seria o tratamento da
superficie da sonda com solugéo de EDTA (acido etileno-diamino-tetraacético),
que, com alto poder quelatanie, interagiria com o metal impedindo a adsorgdo
protéica.

3.3 CONCLUSOES

A célula de cristalizagdo desenvolvida (reservatério e célula de fluxo
adaptados a um elemento ATR de Ge) apresentou potencial para estudos de
cristalizacéo, obtendo sucesso na evaporagdo para criacdo de supersaturacio,
assim como no monitoramento in sifu de solucdes, com medidas ao longo do
temnpo bastante precisas, quando na auséncia de cristais. Entretanto, na presenca
de cristais, 0 monitoramento da solucéo protéica foi inviabilizado devido a suposta
interag@o dos cristais e a superficie de Ge. Embora nao tenha ocorrido adsorgéo
protéica a partir da solugdo, a distribuicdo das moléculas no cristal pode ter
favorecido a adsorgdo na superficie do elemento ATR. Experimentos de
monitoramento de solugdes de (NH4).S0O4 sem e com cristais deste sal indicaram
que a simples decantagéo dos cristais n&o causa influéncia significativa sobre as
medidas a partir da fase liquida. Assim, esses experimentos contribuiram para a
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hipétese de adsorgao dos cristais de lisozima sobre a superficie do cristal de Ge.
Desse modo, conclui-se que o sistema desenvolvido, apesar do potencial
demonstrado, nao foi adequado para estudos da cristalizagdo de lisozima nas
condigbes empregadas nesse estudo.

Quanto a sonda ATR de ZnSe, esta apresentou vantagem de nao sofrer
influéncia significativa da temperatura sobre a predicdo das concentragdes de
lisozima acima de 30 mg/ml gerando possibilidade de o modelo de calibragéo ser
aplicado no controle da supersaturacéo por temperatura. Essa sonda, entretanto,
apresentou deficiéncia no monitoramento de solugbes de lisozima e tripsina devido
a provavel adsorgéo protéica no elemento ATR. Dessa forma, apesar do potencial
da espectroscopia infravermeiho, verificou-se que a tendéncia de proteinas
interagirem com  diferentes materiais pode ser um problema critico no
monitoramento in situ de suas soluctes com esta técnica.
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CAPITULO 4 - MONITORAMENTO DE SUPERSATURAGAO DE

APROTININA ATRAVES DE ESPECTROSCOPIA RAMAN

No presente capitulo sao apresentados os estudos de aplicagdo da
espectroscopia Raman no monitoramento e controle da supersaturagac de
aprotinina duranie cristalizagdo em gota suspensa (‘hanging-drop”). A
possibilidade de se monitorar e controlar processos em escalas reduzidas é
essencial em estudos envolvendo materiais de alte custo, como proteinas, 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
cristalizagdo em gota suspensa, é o fato de poder servir de base para estudos no
campo da cristalografia, onde maior parte dos cristais de proteinas s&o obtidos
através deste método.

A escolha de aprotinina para este estudo, como dito anteriormente, se
baseou na possibilidade de futura aplicagdc de sua cristalizacdo como processo
complementar em outros estudos de purificagdo de aprotinina realizados no LEBp-
FEQ-UNICAMP. As condigbes do meio de cristalizagao de aprotinina basearam-
se em dados de literatura (Lafont ef al, 1994 e 1997; Veesler et al., 1996) e
consistiram de solugbes acetato de sddio 50 mM pH 4,5 contendo NaCl ou
(NH4)2S04 como agente redutor de solubilidade.

As medidas de concentragdo através da espectroscopia Raman
basearam-se em um modelo de calibracdo PLS, que possibilitava a predicao
simultanea das concentragdes de aprotinina e de (NH.),S0s. A calibracao foi
desenvolvida com base em um programa computacional quimiométrico, Quant-IR,
da Applied Systems, EUA, especifico para aplicacbes em espectroscopias. O
monitoramento da soiugcdo em gotas de alguns microlitros foi possivel através da

utilizacdo de uma sonda de fibra éptica, equipada com uma objetiva que permitia
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focar o feixe de luz incidente sobre objetos de pequenas dimensées. Esta sonda,
além de permitir medidas em modo remoto, apresentava vantagem de ser um
sistema ndo-invasivo, isto &, sem contato entre instrumento e amostra.

Através destes estudos foi possivel determinar a solubilidade de
aprotinina na presenca de NaCl e (NH4)>S04 a partir de gotas de 10 microlitros,
assim como controlar a supersaturacdo de aprotinina nessas gotas otimizando ¢
crescimento dos cristais. No caso de solucbes contendo (NH4)2SO,4, onde foi
possivel a predicdo simultdnea de concentracbes de sal e de proteina na fase

liquida durante a cristalizagdo, obteve-se indicios de co-cristalizacao de aprotinina
e (NH4)2S04.

Estes estudos foram realizados no laboratérioc do Prof. Dr. Kris Arvid
Bergiund, na “Michigan State University” (EUA), e geraram a publicagdo de dois
artigos no periédico “Crystal Growth & Design’, sendo eles: “Raman spectroscopy
monitoring and confrol of aprotinin supersaturation in hanging-drop crystallization ,
v 2, n 4, 263-267, 20027 e “Simultaneous monitoring of protein and (NH 2SO,
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 sao
detathados e discutidos a seguir.

4.1 METODOLOGIA

4.1.1 Materiais e Equipamentos

Materiais: Foram utilizados neste trabalho aprofinina da Sigma, EUA,
laminutas siliconizadas e corante 1ZIT, da Hampton Research, EUA e demais
reagentes de, no minimo, grau analitico. Todas as solugdes foram preparadas em
agua ulira-pura, destilada e deionizada e foram filtradas em filtros de acetato de
celulose, com tamanhos de poros 0,45 um, da Milipore, EUA. A solugbes foram
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filtradas em seringas de 1,0 ml acoplado a um suporte para filtros com diametro de
25 mm.

Equipamentos e acessorios: Foram utilizados os espectrofotémetros
Raman Hololab 1000 e Hololab 5000, ambos da Kaiser Optical Sytems, EUA,
constituidos, respectivamente, por um laser de He-Ne de 30 mW a 632 nme 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 otica, onde o
espalhamento era detectado a 180°, fendmeno conhecido como “hackscattering’.
A sonda era constituida por uma fibra ética de excitagdo que conduzia a radiacédo
incidente até a amostra, e por outras seis fibras oticas de coleta, responsaveis
pela captacdo da luz espalhada pela amostra e pela conducgdo 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 imersao ou
contato da sonda com o material analisado.

A utilizacdo dessa sonda permitiu a obtencdo de medidas de modo
remoto, a partir de pequenas quantidades de material e de modo nao-invasivo.
Para visualizacao dos cristais utilizou-se um Microscopio optico da Olympus, EUA.

4.1.2 Cristalizacao de aprotinina pelo método da gota suspensa

A cristalizacédo de aprotinina pelo método da gota suspensa foi conduzida
utilizando-se gotas de 10 ul de solugdo que eram depositadas sobre reservatérios
contendo 20 mi de solugdo de aita concentracdo salina. As solu¢des foram
preparadas em tampao acetato de sbédio 50 mM pH 4,5 e concentragdes
conhecidas de NaCl ou (NH4);SO4. Estas condigbes se basearam em dados de
literatura (Lafont ef al., 1994 e 1997, Veesler ef al., 1996).

Gotas das solugdes eram depositadas através de uma pipeta automatica
sobre laminulas de vidro siliconizadas. O fato de as faminulas de vidro serem
siliconizadas, tornando-as hidrofdbicas, evitavam que a gota se espalhasse sobre
a superficie da laminula desfazendo a gota. As laminulas contendo as gotas eram

entdo invertidas e posicionadas sobre a extremidade de um reservatério contendo
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10 mi de solugdo com alta concentragéo salina (Figura 4.1). A solugdo do
reservatorio consistia de uma solucéo tampéo de concentracdo e pH idénticos
aos da gota, diferindo, no entanto, pela auséncia de proteina e pela maior
concentragao de sal. A laminula contendo a gota era selada sobre o reservatdrio
através de uma pelicula de graxa de silicone aplicada na borda superior do
reservatorio, de modo a garantir ambiente hermeticamente fechado.

Gota de solugao
com proteina

<o Laminula > | Y 1
de vidro \_/

7 £\
H,O  H,O
T .
—— Reservgtono de
soiugdo com
alta forga idnica
e

Figura 4.1. Esquema da metodologia de cristalizacdo em gota suspensa.

Devido a maior concentracao de sal no reservatério, isto €, uma maior
forca ibnica, em relagdo & solucdo da gota, gerava-se uma diferenca entre a
pressao de vapor nas superficies das mesmas. Para atingir o equilibrio, ocorria
entdo a evaporacéo gradual da agua da gota para o reservatdrio levando a gota a
supersaturacao e eventual cristalizacio.

Quanto menor a diferenca entre as forgas ibnicas na solu¢do da gota e na
solucao do reservatdrio, menores eram a taxa de evaporacgio e supersaturacio e,
consequentemente, maior o tempo para o aparecimento de cristais. Portanto,
para que a cristalizagdo ocorresse mais rapidamente, aumentava-se a
concentragdo do agente precipitante no reservatério, criando assim uma maior
diferenga de pressado de vapor e, consequentemente, uma maior taxa de
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evaporagido e supersaturagdo. Nesse caso, no entanto, havia o risco de gerar
uma supersaturacdo demasiadamente alta causando a precipitacdo de sdlidos
amorfos ao invés de cristais de estrutura ordenada.

4.1.3 Certificacdo da composicio dos cristais de aprotinina

Durante processos de cristalizagdo de proteinas conduzidas em altas
concentragdes de sal é bastante provavel ocorrer a cristalizacdao de nao somente
proteina, mas também do sal. Para certificar que os cristais obtidos nos
experimentos eram de fato cristais de proteina e ndo de sal, 1 pi do reagente IZIT
era adicionado a gota contendo o cristal. O reagente {ZIT consiste de um corante
especifico para identificacdo de cristais de proteinas. Nao se menciona aqui sua
composi¢ao pois ela ndo é descrita pelo fabricante. A identificagdo dos cristais
através da adicdo deste corante baseia-se no fato de cristais de proteina
apresentarem alto contetudo de solvente que se encontra distribuido através de
canais microscopicos dentro de sua estrutura. Estes canais de solvente permitem
que o corante permeie através da estrutura do cristal propiciando coloragéo azul
ao mesmo. Os cristais de sal, ao contrario, por serem mais compactos néo

permitem a permeacdo do corante dentro de sua estrutura e, desse modo, nao
mudam de coloracéo.

4.1.4 Obtencao dos espectros Raman a partir da gota suspensa

Na obiencado dos especiros Raman a partir de solugbes protéicas foram
testados inicialmente dois diferentes eguipamentos, HoloLab 1000 e HoloLab
5000, ambos fornecidos pela Kaiser Optical Systems (EUA) e com configuragéo
muifo semelhantes, exceto pela fonte de luz utilizada. Em ambos os casos, a
obtencdo dos espectros foi realizada através de uma sonda de fibra déptica
adaptavel & qualquer um dos sistemas. Tal sonda era conectada ao
espectrofotdbmetro Raman de modo que radiagao era direcionada a amostra em
modo remoto, permitindo assim coletar espectros a partir da gota suspensa. Na

Figura 4.2 tem-se um diagrama esquematico do sistema de monitoramenio da
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cristalizacdo em gota suspensa através da aplicacdo da sonda Raman de fibra
optica. O reservatorio contendo laminula e gota era posicionado sob o foco do
feixo de luz proveniente da sonda.

/\

Base da sonda

-« Sonda de fibra optica

Compartimento __,, T
de amostra < Feixe de laser
1f | Gota de solugzo
I protéica

Figura 4.2. Diagrama esquemético do sistema de obten¢do dos espectros Raman
durante o0 monitoramento da cristaliza¢ac pelo método da gota suspensa.

Como o espectro Raman é sensivel & luz ambiente, a sonda era equipada
com um compartimento de amostras que envolvia a amosira 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 laminula e gota era
introduzido no compartimento de amostras de modo que o feixe de laser incidisse
no centro da gota. O compartimento era entdo fechado e, a seguir, através de
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movimentagao vertical da sonda, ajustava-se a disténcia entre a sonda e a gota de
modo a obter o melhor foco e melhor sinal, isto €, maior intensidade dos picos no
espectro gerado que era observado no monitor de um microcomputador conectado
ao espectrofotdmetro. 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 constituido pelo espectrofotometro HoloLab 1000 e a sonda de fibra 6tica
é apresentada na Figura 4.3. Salienta-se que o sistema HoloLab 5000 é
externamente idéntico a este, diferindo apenas internamente pelo fato de
utilizarem diferentes fontes de iluminacao.

4.1.5 Calibracao dos espectros Raman

Para a construgdo do modelo de calibragao, coletou-se espectros a partir
de gotas de solugdes padréo de aprotinina que eram depositadas uma a uma
através de uma pipeta automatica sobre laminulas de vidro siliconizado. De
modo a evitar evaporacéo a partir da gota durante o tempo de coleta do espectro,
as laminulas eram invertidas e seladas sobre um recipiente fechado contendo
solucio tampao nas mesmas condicoes da solugdo da gota.

A calibragao utilizada no monitoramento da cristalizagcao de aprotinina foi
construida a partir de espectros de 20 padrées com concentragbes variando de 0
a 100 mg/ml de aprotinina e de 0 a 2,0 M de (NH4)2SO4 (solugbes tamponadas em
acetato de sédio 50 mM pH 4,5). O (NH4).SO4um dos sais utilizados como agente
precipitante de aprotinina, foi incluido no modelo permitindo a determinagao
simultdnea das concentragbes de proteina e de sal durante a cristalizacdo. O
NaCl, também utilizado como agente precipitante de aprotinina neste estudo, ndo
foi incluido na calibragdo uma vez que ele ndo apresenta sinais de espalthamento
Raman. O modelo de calibracéo foi, entretanto, utilizado também para monitorar
aprotinina em solugbées contendo NaCl. O modelo de calibragdo PLS foi
construido utilizando o programa computacional QuantiR, da Applied Systems,
EUA.
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Figura 4.3. Espectrofotometro Raman HoloLab 1000 equipado com sonda de fibra

optica.

4.1.6 Determinacio de solubilidade de aprotinina

Gotas de 10 pl de solugdo de aprotinina foram depositadas sobre
laminulas de vidro siliconizado as quais foram a seguir invertidas e seladas sobre
reservatorios contendo 10 ml de solugéo cristalizante. As concentragées iniciais
das solugdes na gota eram de 10 a 70 mg/ml de aprotinina e 1,0 M de NaCl ou

(NH4)2S04. Nos reservatorios, as concentragdes salina das solugdes variaram de
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1.4 a 2,6 Mno caso de NaCl e de 1,5 a 1,8 M de (NH4).S04. Reservatdrio e gota

foram entdo mantidos em repouso a temperatura ambiente (24°C) por um periocdo
de {rés semanas para formacdo, crescimento dos cristais e equilibrio do sistema.
Apés esse periodo, foram coletados espectros Raman das gotas determinando-se
a concentracao protéica da fase liquida, que foi considerada como a solubilidade
de aprotinina na condi¢ao especifica.

4. 1.7 Monitoramento da cristalizacdo de aprotinina em gota suspensa

Nos esfudos de monitoramento da cristalizacao, especiros a partir da gota
eram coletados ao longo do tempo durante todo o processo de formagdo dos
cristais. A sonda Raman era posicionada sobre a gota suspensa de solugdo de
aprotinina, e espectros eram coletados em intervalos de tempo determinados.
Através do modelo de calibracdo, os espectros coletados durante o processo
permitiram monitorar a mudan¢a da composicio da fase liquida da gota com o
tempo, isto &, as concentragdes de aprotinina e também do agente precipitante, no
caso de (NH4)2S04 , durante as etapas de evaporacao e crescimento dos cristais.

Devido ao pequeno volume da gota, era inevitavel que aigum cristal em
crescimento surgisse no caminho do feixe de luz incidente. Neste caso, a partir de
caracteristicas do espectro era possivel dizer se fase liquida ou sélida estava
sendo monitorada. O espectro da fase sélida apresentava picos significativamente
maiores que o espectro a partir da solugdo. Sendo assim, através de visualizagéo
do espectro, detectava-se quando algum cristal se encontrava no caminho do feixe
de luz. Quando isso ocorria, mudava-se a posi¢cao do reservatério contendo
laminula e gota, buscando posicionar novamente o feixe sobre a fase liquida fora
da direcdo onde havia cristais.
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4.2 RESULTADOS

4.2.1 Obtenc¢ao e analise dos espectros Raman de soluctes de aprotinina e

{NH4)2804

Para a obtencdo 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 ¢ Hololab Series 5000 constituido por
um laser Nd:YAG com comprimento de onda de 785 nm.

Os espectros de solugdes de aprotinina e {NH4).SO,4 obtidos através de
cada um dos sistemas s&@o apresentados na Figura 4.4.

As diferengas que se observam a primeira vista entre os dois espectros é
que o espectro a 632 nm apresenta uma significativa inclinacdo da linha de base,
e somente o espectro a 785 nm apresenta uma banda em aproximadamente 1340

cm™.

O espalhamento a 1340 em’ & proveniente das laminulas de vidro
siliconizado utilizadas para suportar as gotas a partir das quais foram coletados os
espectros.

Na Figura 4.5 é apresentada uma ampliacdo de parte do espectro
apresentado na Figura 4.4, para methor visualizagéo dos picos de proteina.
Observa-se que o espectro a 785 nm apresentou maior sensibilidade em relacao a
aigumas bandas da proteina, corroborando assim com a afirmac&o da literatura
(Schrader, 1995) sobre a vantagem em se utilizar uma fonte de excitagdo com
freqliéncia proxima ou dentro da faixa do infravermetho.

Desse modo, devido a superioridade de detecgdo dos espectros, o
sistema Hololab 5000 com fonte de iluminagdc a 785 nm foi selecionado para a
continuagio do presente estudo.
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Figura 4.4. Espectros Raman de solugéo de aprotinina 100 mg/mi em tampéo
acetato de sodio 50 mM pH 4,5 na presenca de (NH.).SO04 1,0 M obtidos através
de fontes de excitagdo de He-Ne a 632 nm (—— Je de Nd:YAG a 785 nm (—-) .
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Figura 4.5. Espectros Raman de solugao de aprotinina 100 mg/mi em tampéo
acetato de s6dio 50 mM a pH 4,5 na presenc¢a de {(NH4)2504 1,0 M obtidos através
de fontes de excitagdoa (—— ) 632 nme (..—) 785nm. As bandas marcadas
com asterisco (*) séo referentes ao (NH4).SO4; demais bandas sio referentes a
aprotinina.
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Feita a selecao do laser, foram entdo estabelecidos os pardmetros para a
coleta dos espectros. Cada espectro coletado consistiu da meédia de 10
aquisicoes obtidas em 5 s de exposigéc, com resolugdo de 8 cm™. Normalmente,
elevando o namero de aquisicbes e o tempo de exposicdo e reduzindo a
resolugdo, pode-se melhorar a qualidade dos espectros, diminuindo a influéncia de
ruidos. Entretanto, com o aumento do tempo de exposi¢do e nimero de
aquisicbes aumenta-se significativamente o tempo de coleta de cada espectro.
No caso dos espectros de aprotinina, foram avaliados numeros de aquisicoes,
resolucdo e tempos de exposicdo diferentes dos valores mencionados, ndo se
tendo observado nenhuma melhora significativa dos espectros. Dos espectro
obtidos, as regites de interesse, isto &, aquelas contendo bandas de aprotinina e
(NH4),50,4 sao apresentadas na Figura 4.6.

ke

iniensidade relativa
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2950 2750 1350 1150 950 750 550 350
Raman shift ¢m-13

Figura 4.6. Regides dos espectros Raman de solugbes de aprotinina (..} e
aprotinina-(NH,),SO, () em tampao acetato de sédio 50 mM a pH 4,5 e 24 °C.
Concentragao de aprotinina: 100 mg/ml em ambas as solugdes. Concentragdo de
(NH4)SO4 1,0 M. As bandas a 450, 620, 980 e 1110 cm” marcadas com
asteriscos (*) sao referentes ao (NH4);SO4. Demais bandas sdo referentes a

aprofinina.

Comparando-se os espectros de somente aprotinina e da mistura
aprotinina-(NH4)250,, identificou-se picos referentes & proteina e picos referentes
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ao sal. A identificacdo dos picos em relagdo a cada molécula é apresentada na
legenda da figura.

O numero de vibragoes 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 combinacdo entre vinte diferentes mondmeros
(aminoacidos), tal analise se torna exiremamente complexa. Entretanto, aiguns
tratamentos tedricos baseando-se em moléculas modelo tém sido utilizados
visando identificar os principais modos vibracionais de proteinas.

Aréas e Kawano (1991) apresentam em seu trabalho espectros
vibracionais de algumas proteinas especificando os picos presentes nos espectros
em relagdo a estrutura macromolecular. Os espectros de aprotinina aqui obtidos
apresentaram semelhangas aos espectros apresentados por Aréas e Kawano,
como por exemplo, a banda a 510 cm™ referente a pontes de dissulfeto, S-S,
muito tipico em espectros de proteinas, o dubleto de tirosina a 830 e 860 cm™, a
banda a 930 cm™ referente as estruturas o-hélice, as vibragdes de estiramento

C-S proximo de 640 cm™ e a banda a 1005 cm™ referente "as bandas de
fenilalanina.

4.2.2 Calibracao dos espectros Raman de solucdes de aprotinina e

(NH,):50,

Baseando-se no fato do (NH4).SOs; apresentar bandas no espectro
Raman, desenvolveu-se um modelo de calibragdo para a determinacao simultanea
de aprotinina e de (NH.4);S04. Para a construcdo do modelo de calibragao,
coletou-se espectros de 20 padrdes contendo de 0 a 100 mg/mi de aprotinina e 0
a 2,0 M de (NH4).S04 em tamp&o acetato de sodio 50 mM pH 4,5 a 24°C.

A calibragdo foi realizada através do modelo PLS utilizando o programa
computacional Quant IR da Applied Systems, EUA. A construgdo do modelo
consistiu em alimentar o programa computacional com o0s especiros dos padrdes,

especificando para cada espectro as concentracées de aprotfinina e (NH4)2S0,.
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Uma vez especificados os espectros dos padrbes, selecionou-se as regides dos
espectros de interesse para a calibracéao, isto &, aquelas contendo picos relativos
aos solutos a serem quantificados.

Desse modo, as regides do espectro selecionadas para a calibracédo foram
410-535 cm-1, 825-880 cm™, 924-955 cm™, 1025-1050 cm™, 1080-1178, 1204-
1230 cm™, e 2880-2980 cm™ incluindo, portanto, os picos a 510 cm™, 830 cm™,
860 cm™, 930 cm™, 1030 cm™, 1210 cm™ e 2940 cm™ provenientes da aprotinina e
os picos a 450 cm™ e 1110 em™, provenientes do sal (Figura 4.6).

Os picos a 620 cm™ e 640 cm™ provenientes do sal e da proteina,
respectivamente, nao foram incluidos na calibrag@o devido a estarem parciaimente
sobrepostos. Quando o0s picos de dois componentes se sobrepdem, ambos os
picos podem influenciar a quantificagdo dos respectivos componentes, pois os
picos podem sofrer interferéncia matua.

Pelo mesmo motivo, foram também excluidos os picos a 980 cm’
referente ao sulfato e 1005 cm’™ referente a proteina. Em alguns casos, apesar de
nao ser o ideal, bandas intercaladas sao utilizadas em modelos de calibragao. Isso
ocorre principalmente na auséncia de outras bandas, 0 que n@o é o caso dos
espectros aqui apresentados.

Na calibragao PL.S & necessario ainda definir o nimero de fatores, isto &, 0
nimero de componentes principais. No modelo de calibragao & aconselhavel que
se utilize um nUmero minimo de fatores, nimero este, sugerido pelo programa
computacional atraves dos graficos de PRESS (Figuras 4.7 e 4.8).

Nesse caso, os graficos indicaram que 3 (irés) fatores € o namero
adequado para o modelo, tanto para a aprotinina como para o sal. O modelo de
calibragéo desenvolvido apresentou boa precisdo com erro padrdao médio de 0,55
mg/ml de aprotinina e 0,03 M de sal, ambos determinados pelo método “leave one
out cross validation”. Os graficos da validagdo, um para cada componente da
amosira sao apresentados nas Figuras 4.9 e 4.10.
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Figura 4.7 Grafico de PRESS obtido no modelo de calibrag&o PLS para predigao

de aprotinina em solugdes acetato de sédio 50 mM, pH 4,5 através de espectros
Raman.
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Figura 4.8. Grafico de PRESS no modelo de calibragcdo para predicdo de
(NH4)2S04 em solugbes acetato de sbédic 50 mM, pH 4,5 através de espectros
Raman.
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Figura 4.9. Validacdo cruzada “leave one out” na predicdo de aprotinina em
solugdes acetato de sédio 50 mM, pH 4,5 afravés do modelo de calibragéo PLS de
espectros Raman.

0
=

—
£
'
'
i
'
1
'
'
'
W
1
'
i
1
'
'
'
'
1
¥
'
i
i
'
'
[
i
1
-
]
P
'
'
1
'
'
'
P
]
+
+
1
'
'
'
’
P
v
+
i
i
1
1
’
'
!
i
i
]
1
1
i
'
'
"
'
+
i
1
i
1
P
V
'

Concelraco predita de (NH,);50, (M)
(=)

1 ' '
1 . . |
:

0 025 0,5 0,75 1 1,28 1,5 1,75 2

7

Concentragédo real de (NH,)S0,(M)
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Come dito anteriormente, o NaCl nao foi incluido nas solugbes padrdes
usadas na construcdc deste modelo de calibracdo, uma vez que este sal ndo
apresenta atividade em espectroscopia Raman. Contudo, o modelo de calibragdo
baseado em solucées de aprotinina e (NMH4),S04 foi utilizado para medidas de
concentragdo de aprotinina em solugdes contendo NaCl, com a mesma precisdo

apresentada em medidas a partir de solu¢des contendo (NH4).SO.4 (dados nao
apresentados).

4.2.3 Determinacao de solubilidade de aprotinina a partir de cristalizacao

em gota suspensa

Determinou-se a solubilidade de aprotinina na presenca de NaCl e
{NH4)2S04 a partir de gotas de 10 pl de solugao (Figura 4.11). Os experimentos
foram realizados em ftriplicata, sendo que as barras de erro na Figura 4.11
representam a amplitude dos dados resultantes de cada triplicata.

M
[ ]

n
=
i

E-Y
[ ]

Concentracio de aprotinina {mg/ml)
[5]
[ow]

20
10 i
1.2 1.4 1,6 1.8 2 2,2 2,4 26 2,8

Concentracéo de sal (M)

Figura 4.11. Solubilidade de aprotinina a 24 °C na presenca de NaCl (m) e
{NH4),S04 (D). Solugdes preparadas em acetato de sédio 50 mM pH 45, As
barras de erros referem-se a amplitude dos dados resultantes de cada triplicata.
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Os erros experimentais em valores absolutos foram de no maximo
7 mg/ml equivalente a um erro de 15% em relagéo ao respectivo valor médio. Na
calibracdo o erro padrao medio determinado na validacéo foi de 0,5 mg/ml. Em
termos de erros percentuais, estes foram de até 35% e maiores para valores mais
baixos de concentracdc. Esse comportamento foi semelhante ao observado no
modelo de calibra¢ao, onde 0s erros percentuais atingiram cerca de 35% em
valores de concentracio abaixo de 10 mg/mi.

Na presenca de ambos os sais, a solubilidade de aprotinina decresceu
com 0 aumento da concentracdo do sal, como era esperado. A solubilidade de
aprotinina na presenga de NaCl foi razoavelmente préxima da solubilidade
determinada por Lafont ef al. (1994). Os valores determinados no presente estudo
foram 43,7; 17,5; 7,1; 6,4 e 6,0 mg/ml de aprotinina na presencade 1,4;1,7;2,0;
2,3 e 2,6 M de NaCl, respectivamente. Os valores apresentados por Lafont et al.
(1994) foram de 44; 15; 5 e 3 mg/ml de aprotinina na presenga de 14; 1,7,20e
2,3 M de NaCl, respectivamente. Esses dados mosiraram nao somente a
confiabilidade da metodologia no monitoramento da fase liquida sem interferéncia
da fase sélida, como também a precis@o na analise utilizando volumes da ordem
de microlitros, facilitando estudos de cristaliza¢do de moléculas de alto custo.

4.2.4 Certificagao da composicao dos cristais de proteina

Em determinadas condi¢bes experimentais ocorreu a formagao cristais de
aprotinina de dois diferentes formatos, sendo um deles em forma de bastédo
semelhante aos cristais de (NH;);SO4, levantando assim a divida sobre sua
composicao. Para certificar que os cristais obtidos nos experimentos eram
aprotinina e nao sal, 1 yl de IZIT foi adicionado a gota contendo o cristal.
A Figura 4.12. apresenia as fotomicrografias de uma gota (A ) com cristais de
aprotinina e uma gota (B) com cristais de (NH.)2SO4, ambos apés adi¢do do
corante. Apés a adicdo de corante, com os cristais adquirindo coloragao azul
confirmou-se que estes eram compostos de proteina. Na gota B, observa-se que
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Figura 4.12. Fotomicrografia das gotas “A”, contendo cristais de aprotinina , e “B”
contendo cristais de (NH4).SO4, ambas ap6s adigéo de 1,0 ul de IZIT. Os cristais

de aprotinina na gota A foram obtidas em meio tampao acetato de s6dio 50 mM,
pH 4,5 na presencga de (NH4)2SO4.

os cristais de sal ndo absorvem o corante e permanecem incolores. Isso ocorre
devido a estrutura mais compacta dos seus cristais em relagdo aos cristais de
proteina com estrutura porosa apresentando microdutos de solvente.

4.2.5 Monitoramento in situ da cristalizacdo em gota suspensa de aprotinina

por espectroscopia Raman na presenca de (NH4).SOa

Uma vez estabelecida a metologia de obtengao dos cristais de aprotinina
pelo método da gota suspensa e desenvolvido o modelo de calibragdo para
predi¢cdo da concentracao desta proteina, foram realizados experimentos visando

o monitoramento da fase liquida na gota, ao longo de todo o processo de
cristalizacao de aprotinina.

Uma gota de 10 pul de solugdo 30 mg/ml de aprotinina e 1,26 M de
(NH4)2SO4 foi depositada sobre uma laminula de vidro siliconizada a qual foi
invertida e selada sobre reservatério com 10 ml de solugao cristalizante contendo
2,2 M de (NH4).SO4. Com a sonda de fibra éptica focada sobre a gota, coletou-se
espectros Raman da solugdo na gota continuamente durante etapas de
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evaporacao, cristalizacdo e equilibrio.

Desse modo, obteve-se os perfis da

variagéo das concentragdes de aprotinina e sal durante a cristalizagéo (Figura

4.13).
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Figura 4.13. Perfis de concentragbes no monitoramento de aprotinina e

(NH4)2SO4 durante cristalizagdo em gota suspensa a 24 °C. (m) concentracéo de
aprotinina (x 10™); (©) concentragdo de (NH4).SO4. Solucbes na gota e no
reservatério tamponadas em acetato de sédio 50 mM pH 4,5. Concentracédo de
sal no reservatorio: 2,2 M.

Observa-se que as concentracdes de proteina e sal aumentaram
gradualmente no inicio do processo. Esse aumento de concentracoes refere-se a
evaporagdo da gota. Apéds cerca de 500 minutos, observa-se uma diminui¢do da
concentracao indicando o inicio da cristalizégéo. Com a formacéao e crescimento
dos cristais, a concentracdo na fase liquida diminui, pois o soluto se transfere
desta para a fase soélida. Nos perfis de concentracdo observa-se que a
concentragao diminuiu continuamente até o equilibrio ser atingido, por volta de
1000 minutos. A taxa da diminuicdo das concentragbes é mais acentuada no
inicio, se amenizando ao se aproximar da condicdo de equilibrio. Nessa fase
proxima do equilibrio, observa-se ums certa dispersao dos dados, possivelmente,

devido a interferéncia 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 concentragoes de proteina versus concentrac&o de sal juntamente
com a curva de solubilidade (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Diagrama de solubilidade no monitoramento da cristalizagdo em gota
suspensa de aprotinina na presenca de (NH4).S04a 24 °C. Solucdes tamponadas
em acetato de sédio 50 mM pH 4,5. Concentragéo de sal no reservatério: 2,2 M.

Observa-se que na fase inicial, as concentragbes de proteina e sal
aumentam proporcionalmente devido a evaporacido da gota. A um certo ponto
ultrapassa-se o limite de solubilidade levando a sotugéo da gota a supersaturagao.
Na regido de supersatura¢do, as concentragées continuam a aumentar até a
formacdo e crescimento dos cristais, quando ocorre uma diminuicdo da
concentracao protéica (linha tracejada) caracterizand¢ a fase de cristalizacéo.

Esta linha € composta pelas concentragdes de proteina na gota durante a
cristalizacdo versus a concentra¢do de sal no instante em que se iniciou a
cristalizagdo. Embora a concentra¢dc de sal nao tenha sido de fato constante
durante a etapa de cristalizagdo, na Figura 4.14 representou-se a etapa de
cristalizagdo a um valor constante de sal, uma vez que esta ilustra methor a

informacao em termos praticos, isto é, informa a concentracdo de agente
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precipitante no momento em que a proteina, componente alvo, comegou
cristalizar, diminuindo assim sua concentragdo na fase liquida até atingir o
equilibrio.

O fato inesperado de ndc sé a concentragdo de proteina mas também a
concentracdo de sal diminuir durante cristalizacao, foi interpretado como uma
indicagdo da co-cristalizacdo de aprotinina e (NH4)>504, fendmeno discutido no
topico a seguir. Além da indicacdo inesperada da co-cristalizagao de aprotinina e
(NH;)2S804, estes resultados mostraram © sucesso da metodologia de
monitoramento da fase liquida gota durante todo o processo.

426 Co-cristalizacdo de aprotinina e (NH;):S0,

Como indicado na Figura 4.13, durante cristalizacdo de aprotinina na
presenca de (NH4):SO4 ndo somente a concentragédo de proteina, mas também a
concentracdo de sal diminuiu na fase liquida. A diminuigao da concentragao de
proteina era esperada com sua transferéncia da fase liquida para a fase solida. A
diminuicéo de sal, no entanto, era inesperado e, inicialmente, levou a hipotese da
cristalizagao do sal juntamente a cristalizagdo de aprotinina. Esta suposi¢ado, no
entanto, foi descartada através do teste com IZIT, uma vez que, todos os cristais
adquiriram coloragdo azul com a adi¢cdo do corante indicando que estes eram
constituidos de proteina.

A hipétese remanescente era entdo a de que (NH4)2S0, interagia com as
moléculas de aprotinina durante o crescimento dos cristais, participando na
composicdo destes. O fendmeno em que duas moléculas participam na
composi¢do de um cristal em crescimento ¢ referido como co-cristalizagao.

A co-cristalizagao de proteina e sal ndo se apresenta como alvo nos
estudos de cristalizacdo de proteinas relatados na literatura, embora seja
mencionada a presenca de ions de sais durante refinamento da estrutura
cristalina. Em observagodes feitas por Hamiaux et al. (2000) sobre o refinamento
dos cristais de aprotinina formados na presenga de (NH4)>SO4 identificou-se a
presenca de decameros de proteina intermediados por ions sulfato. Hamiaux et
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al. (2000) observaram que na presenca de (NH4),S04 em altas concentragdes, a
aprotinina apresentava tendéncia a formac¢éo de decameros em solugéo, estando
esses decameros presentes nos cristais, onde foram identificados cinco ions
suifato localizados exatamente na interface entre dois pentameros.

A interacdo de sais e proteinas € tipica, especialmente em solugdes com
alta concentragao protéica. Essa interacdo, entretanto, é preferenciaimente
observada com sais caotrépicos, sendo que, sais nao-caotrdpicos, como o
(NH4)2S04 aqui utilizado, interagem preferencialmente com a agua, favorecendo o
“salting-out” e sendo, por esta razdo, utilizados na cristalizacdo de proteinas
(Scopes, 1994). Por outro lado, um recente estudo sugeriu que 37% de um grupo
de proteinas cristalizadas na presenca de ions sulfato e fosfato apresentavam ions
do respectivo sal nas interfaces dos cristais (Yer ef al., 2000).

A presenca de ions de sais é muitas vezes subentendida como parte da
composicdo dos canais de solvenie remanescente na estrutura do cristal, nao
tendo necessariamente desempenhado papel significativo na cristalizacéo.
Existem, entretanto, diferentes pontos de vista sendo que alguns estudos indicam
gue fons de sais sd3o essenciais na formacdo da estrutura dos cristais de
proteinas. Yer et al,, 2000, por exemplo, sugerem que cristais de proteinas em
geral apresenfam sitios de interacdes moleculares com ions de sal. Esses
estudos baseiam-se em resuitados estatisticos e a falta de evidéncias concretas
ndo permitem uma comprovagdo dessa suposicdo. Certamente, a analise de
mapas de densidade eletrnica obtidos através de difracéo de raios-X poderiam
contribuir na identificacdo de ions de sal na estrutura do cristal. Mas o fato é que
na grande maioria dos casos, durante a resolugdo das estruturas € muito dificil
diferenciar moléculas de agua e ions de sal (Yer et al., 2000).

De forma semethante aos fatos aqui observados, no trabalho realizado por
Elgersma et al. (1992), é relatada a observacao da diminuigao na concentragao de
fons CI" durante a cristalizacdo de tisozima, sendo essa diminuigdo concomitante
com o crescimento dos cristais. Os autores relatam as razdes entre ions CI” por
molécula de lisozima, da ordemde 10+ 6a5°Ce 4 +3a 35°C,
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Baseadas em medidas de proteina e sal durante etapa de cristalizaco de
aprotinina neste estudo, estimou-se a razéo entre as quantidades de proteina e de
(NH4)2S04 consumidas a partir da fase liquida. Duas gotas, Ae B, contendo 50 e
30 mg/mi de aprotinina, respectivamente, e 1,2 M de (NH,)2S0,4 foram depositadas
sobre reservatérios contendo 2,2 M de (NH,):S04. Os perfis das concentracdes
de aprotinina e sal em ambas as gotas durante etapa de evaporagdo €
apresentado juntamente & curva de solubilidade na Figura 4.15. A gota A, com
maior concentracéo inicial de proteina atingiu uma maior supersaturacao durante o
curso da evaporacao.
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Figura 4.15. Estagio de evaporacdo a 24 °C de duas gotas A e B contendo
iniciaimente 50 e 30 mg/ml de proteina, respectivamente, e 1,2 M de (NH4)>S0a.
Ambas as gotas foram suspensas sobre reservatérios contendo 2,2 M de sal.
Gota e reservatorio foram tamponados com solugdo de acetato de sédio 50 mM
pH 4,5.

O decréscimo das concentragbes em ambas as gotas durante a etapa de
cristalizacéo é apresentada na Figura 4.16 onde se observa que o decréscimo na
concenfracdo de proteina foi linearmente proporcional ao decréscimo da
concentragcdc de sal para ambas as gotas, A e B. A razéo dos decréscimos,

entretanto, foi diferente para cada gota: 6,15 x 10° para a gota A e 3,80 x 10
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para a gota B. Uma possivel causa para as razes variarem de uma gota para
outra € a proporcédo de proteina e sal disponiveis na solucdo: quanto maior a
nropor¢do de proteina em relagcdo ao sal, maior foi a razido entre nimero de mois
de proteina e de sal deixando a fase liquida e agregando ao cristal.

0,012

0,010 1
0.008 -
0,006

0.004

0,002 -

Concentracio de aprotinina (M)

0,000 _ : . ‘ .
16 14 1,2 1 0.8 06 04 0.2
Concentracdo de (NH,).S0, (M)

Figura 4.16: Decreéscimo da concentragdo de aprotinina e (NH4)2S04 na gota
durante etapa de cristalizagdo. Coeficientes angulares: 6,15 x 10° moles de
aprotinina/moles de (NH4)2SO, para a gota A (correlagdo R? = 0,995) e 3,80 x 10
moles de aprotinina/moles de {NH4),SO4 para a gota A (correlagao R*=0,986).

Atraves do inverso dos coeficientes determinados, estimou-se as razdes
entre 0s numeros de mols de sal por mols de proteina presentes nos cristais, que
foram 162 e 263 moies de sal por mol de aprofinina, nas gotas A e B,
respectivamente. Comparando com as observagdes de Eigersma et al. (1992) e
de Hamiaux ef al. (2000), esses valores apresentam-se na ordem de dezenas de
vezes maior. Uma hipétese é de que nem fodo o sal que deixou o seio da fase
liquida tenha sido convertido a fase sdlida. Supbe-se que parte do sal apenas
migrou para a proximidade dos cristais formando uma camada com aita
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concentracdo de sal, sendo esta variavel de acordo com o tamanho dos cristais e
quantidade de canais de solvente no interior dos cristais.

4.2.7 Efeito da taxa de evaporacio na cristalizagao de aprotinina e sua

aplicacdo no controle da supersaturacao

A taxa de evaporagéo € um parametro de grande impacto na cristalizagao
de proteinas pois ela tem efeito duplo sobre a supersaturagdo. A evaporagao
eleva a concentragao de nido apenas proteina, mas também do sal, agente redutor
de solubilidade. Neste estudo, avaliou-se iniciaimente o efeito da aplicacédo de
diferentes taxas de evaporagdo sobre a cristalizacdo de aprotinina e a seguir
demonstrou-se a possibilidade de controle da supersaturagac através da taxa de
evaporagdo. Os experimentos foram conduzidos em gotas suspensas, onde, as
taxas de evaporacao eram controladas através de diferencas de forga idnica entre
a gota e o reservatério.

Nos estudos de avaliagdo do efeito de diferentes taxas de evaporacéo,
duas gotas A e B de uma solucdo 14 mg/mi de aprotinina e 1,4 M de NaCl em
tampédo acetato de sodio 50 mM pH 4,5 foram suspensas sobre reservatérios
contendo, respectivamente, 3,0 e 2,6 M de NaCl no mesmo tamp&o. Ambas as
gotas foram monitoradas através de espectroscopia Raman.

A gota A, submetida a uma maior diferengca de pressdo de vapor,
apresentou maior taxa de evaporagdo e, consequentemente, maior taxa de
aumento de concentracdo como podemos observar no perfil de concentragdo na
Figura 4.17. Monitorou-se apenas a variagado da concentracdo protéica, pois
NaCl nao apresenta bandas Raman.

Para determinacdo do perfil de concentragdes de proteina versus sal
(Figura 4.18) estimou-se as concentracdes de NaCl a partir da taxa de variagéo da
concentracio de proteina: através dessa se conhecia a taxa de evaporacao usada
para estimar a taxa de concentracéo de NaCl.
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Figura 4.17. Perfil de concentracdes no monitoramento de cristalizagdo em gota
suspensa de aprotinina na presenca de NaCl a 24 °C. Solugéo tamponada em
acetato de sodio 50 mM a pH 4,5. Concentragdo de sal no reservatério: 3,0 M na
gota A (4A) e 2,6 M nagota B (O).

50

40

30

20

10 4

&

Concentragéo de aprotinina (mg/mi)

1,2 15 1,8 21 24 2,7
Concentracio de NaCl (M)

Figura 4.18. Diagrama de solubilidade no monitoramento de supersaturagéo de
aprotinina durante cristalizacdo em gofa suspensa na presenca de NaCl a 24 °C.
Solugdo tamponada em acetato de sédio 50 mM pH 4,5. Concentragéo de sal no
reservatorio: 3,0 M na gota A (A ) e 2,6 M na gota B (00).
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As setas na Figura 4.18 representam as etapas de crescimento dos
cristais, com consequente diminui¢do na conceniracao protéica nas gotas. A seta
indica a concentragio de sal em que foi detectado o inicio da cristalizacao e nao é
representativa quanto ‘a concentracdo 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
supersaturagao que a gota B e, assim, a gota A gerou uma populagcdo 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 populacdo menor, pudessem atingir dimensbes maiores. lsso, no
entanto, nao ocorreu: os cristais gerados nas gotas A e B apresentaram
dimensdes semelhantes, cerca de 200 pm. O crescimento dos cristais na gota B
foi provaveimente interrompido devido o esgotamento de soluto na fase liquida.
A gota B, como visto no diagrama de solubilidade (Figura 4.18), atingiu uma
supersaturagdo maxima préxima do limite de solubilidade ¢ que significa que havia
uma gquantidade pequena de soluto disponivel nha solugdo para o crescimento dos
cristais antes de se atingir o limite de solubilidade. Assim, com a formacaoc e
crescimento dos cristais o soluto se esgotou rapidamente: a baixa supersaturacéo
propiciou um crescimento limitado.

Estes resuitados destacam a necessidade de controle da supersaturacéo,
mantendo-a em um nivel suficientemente baixo para evitar nucleagdo excessiva,
mas alto o suficiente para propiciar o crescimento dos cristais.

O controle da supersaturagdo de proteinas através de taxas de
evaporacao foi alvo de alguns estudos, como nos trabalhos realizados por Wilson
ef al. (1991) e Wilson e Suddath (1992) que desenvolveram um sistema visando o
controle da evaporac@o 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
concentracoes de sal.
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Figura 4.19: Cristais de aprotinina obtidos na gota A pelo método da gota
suspensa a 24 °C na presenc¢a de NaCl. Condigao inicial: 14 mg/ml de aprotinina
e 1,4 M de NaC! na gota e 3,0 M de NaCl no reservatério. Solugao acetato de
sodio 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 presenca de NaCi. Condigao inicial: 14 mg/ml de aprotinina
e 1,4 M de NaCl na gota e 2,0 M de NaCl no reservatério. Solugdo acetato de
sédio 50 mM pH 4,5.
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Através desse sistema os autores demonstraram ser possivel o controle
da supersaturacgao através da taxa de evaporacao evitando a nucleacao excessiva
e favorecendo a obtencéo de cristais maiores.

No presente trabalho demonstrou-se também o controle da evaporacéo,
realizada através de manipulagdo da concentragao de sal no reservatorio. Através
do aumento da concéniragéo do sal no reservatbério proporcionava-se a
evaporacao da gota elevando a supersaturacdo e, através da diminuicdo da
concentracdo de sal no reservatdrio era possivel interromper a evaporagédo. A
descrigdo e os resultados destes estudos sdo discutidos a seguir:

Uma gota com 14 mg/mi de aprotinina e 1,4 M de-_ﬁNaCl foi depositada
sobre uma laminula de :v?c'ir's' siliconizada que foi, a segu‘it,'"invertida e selada na
extremidade de um reservatdrio contendo 10 ml de solucdo 3,0 M de NaCl a
24°C. Ambas as solucdes, da gota e do reservatério, foram preparadas em
tampao acetato de sédio 50 mM pH 4,5. O reservatorio era equipado com canais
para entrada e saida de solu¢ao permitindo a troca do liquido no seu .interior sem
remocao da laminuta, evitando disttrbios ao sistema.

A modificacdo da solugdo do reservatério era realizada de acordo com
eventos ocorrentes na solugdo da gota, eventos esses observados a partir das
medidas de corscentragéa:ﬁ"de aprotinina ao longo do tempd,.obtidas através de
espectros Raman coletados durante todo o processo, ou em termos do diagrama
de solubilidade.

A variagdo da concentragdo de aprotinina na gota ac longo do tempo é
apresentada na Figura "4.2_1, onde se tem ainda a concentracdo de sal no
reservatdrio que foi moci_iﬁc'ada_de acordo com o andamen'tt_#'da cristalizacdo. A
variagdo da concentragéo'em termos do diagrama de solubilidade & apresentada
na Figura 4.22. A observacado simultanea de ambas as Figuras em cada etapa do
processo permite uma methor compreenséo do processo global.

No primeiro estagio do processo, com uma concentracdo de 3,0 M de sal
no reservatorio, a concentracéo de aprotinina foi aumentada gradativamente em
conseqléncia de evaporacao (estagio A, Figura 4.21). A duragdo deste estagio foi
de 600 minutos. A supersaturacéo da gota ao final desse estagio corresponde ao
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Figura 4.21. Perfil de concentragbes de aprotinina na gota ( m10" ) e de NaCl no
reservatério (—..) durante cristalizagdo com evaporagéo controlada. Gota e

reservatorio foram tamponados com acetato de sédio 50 mM pH 4,5. Experimento
conduzido a 24 °C.
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Figura 4.22: Diagrama de solubilidade: cristalizacdc em gota suspensa de
aprotinina com controle de supersaturagdo. Condigdo inicial da gota: 14 mg/mi de

aprotinina € 1,4 M de NaCl em acetato de sodio 50 mM a pH 4,5. Solucéo no
reservatério variante entre 1,8 e 3,0 M de NaCl.
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final do segmento A do perfil apresentado na Figura 4.22. Neste instante, a
concentracdo de NaCl na solucao do reservatério foi reduzida de 3,0 para 1,8 M,
que correspondia a concentragcdo estimada de sal (em fungao da concentracdo de
aprotinina) na gota naquele momento. Estabelecendo-se, assim, uma mesma
concentracdo de sal na gota e reservatorio, gerava-se um equilibrio da pressao de
vapor sobre gota e reservatdrio interrompendo a evaporagao a partir da gota.

Com a evaporagdo interrompida, cessava-se o0 aumento da
supersaturacido, favorecendo assim o crescimento dos cristais existentes e
evitando formacdo de novos nicleos. Na medida em que os cristais cresciam, a
concentragao na fase liquida diminuia (estagio B, Figura 4.21) e a solugao da gota
era desupersaturada se aproximando do limite de solubilidade (segmento B,
Figura 4.22). Nesse instante, era estabelecido um equilibrio na gota e o
crescimento era interrompido.

Para favorecer a continuidade do processo, a solugdo do reservatério foi,
mais uma vez, substituida, restabelecendo-se a concentracio de salem 3,0 M
(estagio C, Figura 4.21). Com o aumento da concentragdo de sal, a evaporacao
foi mais uma vez estimulada, elevando-se a concentracdo de proteina na gota.
Dessa forma a solugao da gota foi novamente supersaturada (segmento C, Figura
4.22). Ao final desse estagio, substitui-se novamente a solugdo do reservatério,
equilibrando a concentracio de sal com a solu¢édo da gota, que foi estimada em
1,9 M de NaCl (estagio D, Figura 4.21). Cessando a evaporagido permitiu-se o
crescimento adicional dos cristais existentes até que a solug&o fosse novamente
esgotada pela desupersaturagdo (segmento D, Figura 4.22).

Mais uma vez, estimulou-se a evaporagao através de aumento de sai no
reservatorio aumentando-se levemente a concentragio na gota (estagio E, Figura
4.21). No uitimo estagio, F, a concentracéo de sal no reservatorio foi reduzida
para 2,0 M favorecendo o crescimento dos cristais que atingiram dimensdes de
600 um (Figura 4.23).

- Estes cristais apresentaram tamanhos trés vezes maiores em relagao
aos cristais obtidos anteriormente sem controle da supersaturacéo (Figuras 4.1G e
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4.20). Através desse resultado demonstrou-se o sucesso da metodologia de
controle da supersaturagéo, aqui apresentada.

Com esses dados completou-se com sucesso os estudos com a
espectroscopia Raman, tendo sido demonsirada sua aplicabilidade na predicéo
simultanea de proteina e agente cristalizante, na determinagao de solubilidade, no
monitoramento in situ e em tempo real da supersaturagéo de aprotinina e no
controle da sua cristalizacao otimizando o crescimento dos cristais.

Figura 4.23: Cristais de aprotinina obtidos pelo método da gota suspensa a 24 °C
na presenca de NaCl com controle de supersaturacdo. Condicéo inicial na gota:
14 mg/ml de aprotinina e 1,4 M de NaCl em acetato de sodio 50 mM a pH 4.5.
Solugdes do reservatério variante entre 1,8 e 2,0 M.

4.3 CONCLUSOES

A espectroscopia Raman, apesar de nao ser tradicionaimente utilizada
para quantificagbes, foi utilizada com sucesso na medidas in situ de
concentracoes de aprotinina assim como de (NH4)2504. Um modelo de calibragéo
PLS desenvolvido a partir de solucdes padrio contendo misturas de aprotinina e
(NH4)2S04 possibilitou medidas simultdneas destes componentes com relativa
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precisdo. Os erros padrdo médios foram de 0,5 mg/ml de aprotinina e 0,03 M de
(NH4).S0. determinados através da validacdo cruzada “leave one out’. O modelo
de calibragao foi empregado com sucesso no menitoramento da cristalizagao pelo
método da gota suspensa e na determinacdo de solubilidade de aprotinina na
presenca de NaCl e (NH4)2504 a partir de gotas de 10 ul de solugdo. A grande
vantagem da metodologia Raman neste trabalho foi a possibilidade de medidas
nao-invasivas, permitindo monitoramento a partir da gota suspensa, além de evitar
a adsorg@o protéica na sonda, uma vez que nao se tinha contato desta com a
solugao.

A possibilidade de monitoramento in sifu permitiu o controle da
supersaturacio, realizado através de variacéo da difuséo de vapor, propiciando
aumento do tamanho dos cristais de aprotinina em cerca de trés vezes em relagdo
a cristalizacdo sem controle de supersaturagdo. O controle baseou-se em
manipular a taxa de evaporagao de modo a evitar supersaturagdo elevada, e ao
mesmo tempo, evitar que o crescimento fosse interrompido pelo equilibrio. A
evaporagdo era controlada de modo a apenas compensar o consumo de
moléculas da solucio devido ao crescimento.

O monitoramento simultdnec da concentracéo de proteina e sal trouxe
evidéncias da co-cristalizacdo de aprotinina e (NH4).504. Embora a co-
cristalizacdo néo seja tipicamente objeto de estudos de cristalizagao de proteinas,
Elgersma et al. (1992) relata fato semelhante ao observado neste trabatho. A
razédo entre as quantidades de sal e proteina deixando a fase liquida devido
suposta co-cristalizacdo néo é bem compreendida. Elgersma e colaboradores
relataram a razao de algumas unidades de moléculas de NaCl por molécula de
lisozima, enquanto que neste trabalho foram estimadas centenas de unidades de
{NH,)>S04 por molécula de aprotinina.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES GERAIS

Neste ftrabalho foram avaliadas metodologias de monitoramento de
supersaturacao de solucbes de proteinas através de duas diferentes técnicas,
espectroscopia Raman e infravermelho, que embora se baseiem em diferentes
fundamentos s&o complementares entre si.

Nos estudos utilizando infravermelho, a célula de cristalizagéo adaptada
ao elemento ATR de Ge apresentou sucesso no monitoramento in situ de
solugdes, com medidas ao longo do tempo bastante precisas, assim como na
evaporagao para criagdo de supersaturacdo. Entretanto, na presencga de cristais,
houve influéncia dos mesmos sobre o monitoramento da solugéo, causado pela
decantagao e suposta interacdo dos cristais de lisozima e a superficie de Ge.
Quanto a sonda ATR de ZnSe, esta, apresentou vantagem de nao sofrer influéncia
significativa da temperatura sobre os espectros de solugdes de lisozima acima de
30 mg/mi gerando possibilidade de o modelo de calibracdo ser aplicado no
controle da supersaturacao por temperatura. Essa sonda, entretanto, apresentou
deficiéncia no monitoramento de solugdes de lisozima e tripsina devido a provavel
adsorcao protéica no elemento ATR. Dessa forma, apesar do potencial da
espectroscopia infravermelho, verificou-se que a tendéncia de proteinas
interagirem com  diferentes materiais pode ser um problema critico no
monitoramento in situ de suas solugdes.

A espectroscopia Raman, apesar de néo ser tradicionaimente utilizada
para quantificagdes, foi utilizada com sucesso na obten¢éo simultanea de medidas
de concentragdes de aprotinina e de (NH4}>S0,, através de uma calibragéo PLS,
cujo erro padrdo meédio foi de 0,5 mg/ml de aprotinina e 0,03 M de (NH4)2S04
determinados através da validacao cruzada “leave one out’. No monitoramento da
cristalizagdo pelo método da gota suspensa determinou-se a solubilidade de
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aprotinina na presenga de NaCl e (NH4)>SQ, a partir de gotas de 10 ul de solugéo
e demonstrou-se a possibilidade de controle da supersaturacdo, através de
variacdo da difusdo de vapor, propiciando aumento do tamanho dos cristais de
aprotinina em cerca de trés vezes em relacdo a cristalizacdo sem controle de
supersaturacdo. Nestes estudos foram obtidas evidéncias da co-cristalizacdo de
aprotinina e (NH4)2S04. A razdo entre moléculas de sal por molécula protéica
deixando a fase liquida, foi estimada em centenas moléculas de (NH4)>SO,4 por
molécula de aprotinina. Em comparacdo "a espectroscopia infravermelho, a
técnica Raman, nesse trabalho, apresentou melhor desempenho, visto os
problemas de adsorgcdo protéica nos sensores ATR de Ge e ZnSe, afetando as
medidas a partir da fase liquida dos meios de cristalizacdo. Assim, a grande
vantagem da metodologia Raman no monitoramento de solugdes de proteina,
neste trabalho, foi a possibilidade de medidas nao-invasivas.

Acredita-se que apesar da espectroscopia infravermelho nado ter sido
adequada no presente trabalho, ela tem potencial de aplicagdo no monitoramento
de supersaturacao de outras moléculas, inclusive proteinas.
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CAPITULO 6 - SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

Neste trabaiho demonstrou-se o sucesso da espectroscopia Raman no
monitoramento de supersaturacido de aprotinina, sendo a possibilidade de
medidas em modo naoc-invasivo uma das sua principais vantagens na obtengao
de medidas a partir de solucdes de proteinas, considerando a natureza adsortiva
destas moiéculas que & um probiema critico em métodos invasivos.

Para o caso particular da cristalizacdo de aprotinina na presenca de
{NH4)2S04 seria interessante explorar a vantagem de ambas as moléculas serem
ativas na espectroscopia Raman, para estudar com mais profundidade a co-
cristalizacdo dessas espécies, avaliando como as caracteristicas do meio afetam a
incorporagéo do sal ao cristal de aprotinina e quais os efeitos do sal sobre o teor
de agua, a pureza, o tamanho médio, as propriedades mecéanicas do cristal, ou
ainda a atividade biolégica da proteina cristalizada.

Uma vez que a espectroscopia Raman néo é fradicionalmente utilizada em
processos quimicos, como a espectroscopia infravermetho, ela pode n&o ser uma
alternativa faciimente viabilizada, isto é, espectrofotdmetros Raman nao sdo tao
disponiveis como espectrofotometros infravermetho. Assim, sugere-se também
estudar a aplicacdo de ATR-FTIR no monitoramento de supersaturagdao em
diferentes meios de cristalizacdo onde se minimize a adsorgdo protéica no
elemento ATR. Esses estudos poderiam ser realizados através de avaliagio de
solugbes com diferentes tampbes, pH, forca i6nica, ou outras modificacdes
visando a nao-interagcdo da proteina com o elemento ATR. Considerando a
possibilidade de adsorgdo protéica por ligacdo de coordenacdo com o Zn*'
sugere-se a adigdo de imidazo! no meio de cristalizagdo ou entdo um pré-
tratamento da superficie da sonda com solugao de EDTA. Salienta-se que nestes
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estudos, deve-se atentar ac mesmo tempo para a ndo-adsorcéo da proteina e
também para a garantia da cristalizacao da proteina.

Além de estudo das condicdes do meio, uma outra possibilidade seria o
tratamento da superficie do elemento ATR através da formacao de uma pelicula
de determinado material, talvez um polimero, que fosse aoc mesmo tempo
insolivel e inerte no meio de cristalizagdo e fraco absorvedor da radiacdo
infravermelho. Uma dificuldade da obtengd@o dessa pelicula seria garantir a
reprodutibilidade de sua espessura, além desta ter de ser pequena o suficiente
para permitir que a onda evanescente pudesse alcancar o meio de cristalizagao.

Um estudo, de aplicacdo mais geral, seria a avaliacdo e selegcdo de
diferentes elementos ATR constituidos por materiais que nao adsorvam proteinas.
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