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RIESUMO

Esta tese compreende quatro partes. 1. Descrigdo de uma

nova metodologia para o fracionamento e determinacio do difmetro

de particulas esféricas, que foi verificada usando-se litex de

PS. Zonas de mistura de latexes poliméricos, na faixa de 0,1-0,5
pm, sdo colocadas sobre gradientes de densidade e centrifugadas,
obtendo-se a separacdo de bandas de latex, das guais o polimero
pode ser coletado e analisado posteriormenté. As velocidades de

migragdo das bandas nos experimentos de osmocentrifugagdo zonal

s'e'io mais rapidas que em centrifugacao zonal. 2. Estudo da agrega-

gcdo de particulas de latex de PS. O sobrenadante de um latex

{0,109 um) coauriado irreversivelmente. foi tracionado em seis
bandas correspondentes a singletes, dubletes, até hexapletes.
Usando um outro latex (0,460 pm) em diferentes concentracdes de
NaCl (abaixo e acima da concentragﬁo_critica de coagulacgaol, a
centrifugacdo zonal do latex revelou varias bandas, mesmo a

[NaCl]=5 x 107>

M. Esta técnica permite verificar a existencia de
espécies agregadas de latex e sua dependéncia com a concentragao

de eletrolito e tempo de coagulagao. 3. Determinacac do coefi=-

ciente de sedimentacgao da eritrocruorina de Glossoscolex paulisgtus,

uma hemoglobina gigante extracelular de anelideo, utilizando a
metodologia desenvolvida na primeira parte da tese. Sobre o gra-
diente dé densidade foram aplicadas amostras da proteina (50 pl
cada; concentragoes 2,5; 5,0; 6,25 e 12,5 mg/ml), centrifugadas a
4000 rpm, 4°¢ por 48 h. Foli obtido s

20 W=58 S5, dque corresponde
I

(para eritrocruorina) - & massa molar de 323 x 106 Daltons. 4. For-

ma¢do de estrutucas dissipativas emcélulas dedidlise. Em experi-

mentos de osmocentrifugacdo zonal com amostras de alta concentra-



ii

gao de eritrocruerina (125 mg/ml) ¢ hemoglobing humana (52,4
mg/ml) & observada a formagdoc de miltiplas bandas (estriamento) em
toda a célula de dialise gerando um padrao peribdico de concentra-
¢ado. E proposto um modelo para essas estruturas, paseado na forma-
gdo de gradientes de concentracio, nas bandas, seguido de convec-

cao.
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ABSTRACT

This thesis has four parts: 1. Description of a new
methodology for the fractionation and determination of poly-
(styrene) latex particles diametefs. Mixed polymer latex zones in
the 0.1 ~ 0.5 um diameter range were layered over density gradienﬁs
and centrifuged. Separate latex bands were cbtained, from which
poelymer may be collected and further analysed. The movement of the
sedimenting latux zones is faster in osmocentfifugation than in
normal sedimentation experiments. 2. Study of poly(styrene) latex
particles aggregation. The supernatant of a (rominal} 0.109 um
latex, which coagulated accidentally, was fractionated in size
bands corresponded to singlets, dublets up to hexaplets. Using
another latex, to which NaCl was added to give various salt
concentrations (above and below the critical coagulation
concentration), latex zonal centrifugation revelead various bands,
even at [NaClj=5 x 10—5 M. This demonstrates the existence of the
aggregate species and their dependence on eletrolyte concentration
and coagulation time. 3. The determination of the sedimentation

coefficient of erythrocruorin from Glossoscolex paulistus, a

extracellular giant hemoglobin by low-speed zonal centrifugation.
Erythrocruorin solutions (50 upl: concentrations, 2.5, 5.0, 6.25
and 12.5 mg/ml) were layvered on top of the density gradients and
centrifuged at 4000 rpm, 4°C: The value obtained, 520,w = 58 §,

corrésponds to a MW of 3.1 x 106

Daltons. 4. A study on the
formation of dissipative structures in zonal osmocentrifugation.
In experiments of zonal centrifugation of concentrated

erythricruorin (125 mg/ml) and human hemoglobin (92.4 mg/ml},

many bands, are formed throughout the dialysis cell, producing a



periodic concentration pattern. A model for the formation of these
structures 1is proposed, based on formation of concentration

gradiente in the sedimenting zeone, followed ky ceonvection.,
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L. INTRODUCAU CGIRAL

Esta tese ilustra a utilizacado de uma mesma metodologia,
a sedimentagao em aradientes de densidade geradns por osmocentri-
fugagao, para resolver problemas diversos (separar e determinar o
tamanho de particulas de latex em escala preparativa e analitica,
separar e caracterizar agregados de particulas de latex, determi-
nar o coeficiente de sedimenta¢do e massa molar de uma hemoglobina
gigante). Nesta tese & também apresentado um novo tipo de estrutura

dissipativa formada em experimentos de osmocentrifugacgdo zonal.

A organizacdo da tese compreende uma introdugdo geral
(capitulo 1) onde sdo descritos: (i) moléculas e particulas, (ii)
métodos de fracionamento e determinacgdo do tamanho de particulas,
(iii) fundamentos tebricos do calculo do coeficiente de sedimenta-
cdo de particulas em gradientes de densidade e (iv) objetivos. Ca-
da um dos capitulos de 2 a 5 compreende uma introducao, parte ex-
perimental, resultados e discussdo relativos a cada um dés obje-

tivos desta tese. O capitulo 6 destina-se a conclusio geral e o

capitulo 7 a discussfo das perspectivas deste trabalho. As refe-

réncias estdo no capitulo 8.

1.1. Moléculas e Particulas

Muitos quimicos e bioldgos consideram o mundo como sendo
composto de moléculas, e em particular eles consideram o mundo
bioldgico como sendo composto de moléculas orgdnicas. Price (1)

considera esse ponto de vista como uma abstra¢ac bem sucedida, en-

tre outras possivels abstragles (forgas, campos, sistemas, popula-



gOes, potenciais e muitas outras). Apesar disso, propde a nocgaoc de
particula como uma abstracdo alternativa e complementar a nocgao
de molécula.

Destle este ponto de vista, macromoléculas, micromolécu-
las, multimoléculas, células, proteinas e assim por diaﬁte, sao
consideradas como particulas.

A beleza das "particulas", e sua vantagem sobre molécu-
las, € que particulas tém propriedadesg fisicas que 830 mensuraveis
e exploraveis, mesmo quando a sua composicdo guimica nac é sufi-

cientemente conhecida. Assim, a idéia de particula proporciona a

oportunidade para a realizacao de uma tratamento quantitativo e
denominacdo sem ambiguidade de agregados desconhecidos; ela também
prové uma estratégia 0Util para trabalhos de separacdo e caracteri-
ZaCao.

Quatro principais propriedades, de particulas gquimicas e
bioldgicas, tém sido utilizadas na sua separac¢do e caracterizacdo.
Centrifuga¢do da crédito, principalmente, a tamanho e densidade.
Eletroforese usa carga e massa. Finalmente, tecnicas de sepaiagéo
de fase racionalizadas e exploradas por Albertgson (2), usam pro-
priedades de superficie.

Neste trabalho, osmocentrifugacido (3) & uéada taﬁto Como
técnica de separagaoco como para produzir gradientes de densidade
Uteis em experimentos de centrifugagdo zonal. Esta técnica tem por
objetivo a separacdo e/ou caracterizacgao de particulas, usando co-

mo propriedades tamanho e densidade.

1.2. Métodos de Fracionamento e de Determinacdo do Tama-

nho de Particulas




0O fracionamento e/ou a caracterizacdo de particulas,

tanto em dispersido como em solucgdo, requer a avaliacdo de muitas
propriedades importantes como a distribuigao de tamanhos e de den-
sidades das particulas (4). Na literatura sdoc encontradas varias
técnicas que atendem a esse objetivo, tais como: microscopia ele-
tronica {5-7), turbidimetria (8-11), espalhamento de luz {6,12-17),
ultramicroscopia de fluxo (15,18~19), ultracentrifugacgao (13,20-21),
"soap titration" (22), espalhamento de raio-X a baixo e interme-
didrio angulos (23), contadores tipo "Coulter"™ (24), fracionamento

em campo de fluxo (25), eletroforese (26}, cromatografia de per-

meacdo em gel (27). Cada uma destas técnicas tem vantagens e des-
vantagens. Por exemplo, experimentos de ultracentrifugagdo sao re-
lativamente rapidos, podendo ser completados em poucas horas; & um
método absoluto gue requer, como dados auxiliares, a viscosidade e
a densidade do meio, além da densidade das particulas, que pode
ser determinada na propria ultracentrifuga. O equipamento neces-
sario & bastante rcaro, assim éomo os reagentes utilizados; o méto-
do exige ainda bperadores altamente especializados. Das técnicas
citadas, nenhuma & adequada para o controle de rotina, o que tor-
na necessario buscar um método que determine rapidamente o tamanho
das particulas de latex, de modo a que os resultados obtidos pos-
sam ser usados para controle do processo de polimerizacgaoc por
emulsao. .

De modo geral, a escolha do método para a analise, do
tamanho de particulas depende, primeiro, da prodopria faixa de tama-~
nho de particulas, e em sequndo da combinacdo de fases do sistema

{28) . Nas tabelas 1.1 e 1.2 sao apresentados, respectivamente, uma

lista de combinacbes de fases e dos métodos mais usuais.



Tabela 1.1,

Combinagido de fases em sistemas

coloidais,

Fase dispersa Fase continua Exemplo

1. gas liquido espuma

2. gas sb6lido material poroso
3. liquido gas névoa

4. liquido liguido emulsao

5. liguido s6lido emulsdo solida
6. solido gas poeira, fumaca
7. sblido liquido suspensdo, sol*
8. solido s6lido solucao solida

*
0 termo sol e usado para distinguir suspensoes coloidais de sus~

pensbes macroscopicas.

Nesta introducadao € apresentado um resumo dos principais
métodos (microscopia eletrdonica, ultramicroscopia, absorcgao de
luz, espalhamento de luz, centrifugagao em gradiente de densida-
de), utilizados para o fracionamento e/ou caracterizagao de parti-
culas poliméricas, baseados principalmente na determinacao do ta-

manho de particulias agregadas e nao agregadas.
1.2.1. Microscopia Eletronica

Microscopia eletronica é& usada como um método absoluto
na analise do tamanho de particulas, visto que, € o Gnico método
onde as particulas individuais sao observadas e medidas diretamen-
te. Ele tambdm permite o exame da forma e composicido das particu-
las com uma grande sensibilidade. A gualidade da amostra analisa-

-

da & um fator limitante ao uso do microscdpio eletroGnico para sis-

temas coloidais. A necessidade de alto vacuo para permitir um mo-



Tabela 1.2. Métodos para a determinagio do tamanho de particulaﬂ.

Método Combinacao de Intervalo de
fase (*) tamanho {um)
Microscopia 1,3,4,6,7,{5),(8) 0,4 - 100
Ultramicroscopla 3,4,6,7,1(5),{8) 0,01 - 2
Microscopia eletronica 6,7, (8) | 00,0005 ~ 5
Espalhamento de 1luz 3,4,6,7,(5),(8) 0,1 - 30
Analise de raios-X 6 0,005 - 1

Classificagdo com peneira
Ultrafiltracdo
Sedimentagao
Centrifugacao
Ultracentrifugacao

Frac. por sedim. em
campo de fluxo

Elutriacao
Difusiometria
Osmometria

Cromatografia de per-
meac¢dao em gel

Viscosimetria

Permeametria
Adsorcdo
Condutometria

Radiometria

2,6
2,6,17

7
3,4,6,7

acima de 40
acima de 0,002
1 - 50

0,01 - 1
0,0005 - 0,01

0,01 - 1,0
1 - 1060
ate 0,1
até 0,1

até 0,1

duas dimensdes
menores que (,0001

0,5 - 100

0,002 - 50

em torno de 0,2
em torno de 0,002

(*) As combinacgdes de fase dadas em parénteses somente podem ser

estudadas se o meio for transparente.

vimento desimpedido dos elétrons exige, de gqualquer sistema que

apresente uma pressac de vapor apreciavel, uma secagem cuidadosa

antes de ser observado. Esse tratamento prévio pode danificar a

amostra em observacdoc. Também a instabilidade da amostra frente a

feixes de elétrons pode causar a sua deformagao (5-7).



Poder de resolucio

0 calculo da resolugido de um microscdpio eletrdénico (is-
to &, a menor distdncia de separacdo entre dois objetos distingui-
veis) dependé do comprimento de onda dos elétrons, que & funcdo da
sua velocidade de deslocamento. No microscopio, esta velocidade é
funcao da tensdo sob a qual os elétrons sido acelerados.

A relagao entre o compriménto de onda {em %) e a volta-
gem da aceleragac E (em Volts), &

1/2 1

A= .(;lii_*)<= (0130

ZemeE E

/2
[1.1]

onde h & a constante de Planck, e a carga de um elétron e m, a
massa do elétron,

Pode-se produzir feixes de elétrons com comprimentos de
onda da ordem de 0,0l nm; esses feixes podem ser focalizados por

campos elétricos ou magneticos, gerados por lentes.

0 microscopio eletrdnico

Uma pequena fracido do material & depositada como um f£il-
me transparente aos elétrons, apoiado em uma fina rede de cobre. A
amostra provoca o espalhamento dos elétrons para fora do campo, e
a imagem final pode ser visualizada numa tela fluorescente. Mate~

riais organicos sdo relativamente transparentes a elétrons e mos-

tram pouco contraste em relagdao ao suporte.
Para acentuar o contraste e obter efeitos tridimensio=

nais, € empregada geralmente a técnica de sombreamento. Um metal



pesado como O ouro € évaporado a vﬁéﬁo sobre o objeto em anﬁlise,
e segundo um angulo conhecido, permitirid o surgimento de um efei=-
to de iluminagao latcral. A partir das dimensdes das sombras pro-
jetadas e do angulo segundo o qual elas sdo formadas, & possivel
construir um modelo tridimensional dos objetos estuéados. Un re-
sultado ainda melhor & obtido projetahd0wse sombras segundo duas
diregOes ortogonais.

Uma técnica muito Gtil para o estudo de estruturas nas

superficies de objetos € a formagao de réplicas. Um desses méto-

dos consiste em depositar a amostra numa superficie recém-clivada

de mica e evaporar sobre ela, a vacuo, carbono (ou, se desejado,
em metal pesado). A fina pelicula resultante na gqual estac locali-
zadas as particulas da amostra, &€ removida da mica por acgao da
adgua. A cOpia assim obtida & fixada sobre o reticulo de cobre para

estudo.
1.2.2 Microscopia de campo escurc - ultramicroscopio

A iluminacdo em campo escuro € uma técnica muito Qtil
para o estudo de dispersdes coloidais, fornecendo informagdes so-
bre: a presenca de particulas em suspensao, a determinacao do seu
namero e investigagao do seu movimento. Para isso, dispoe-se de
um sistema de iluminacdo de um microscdpio comum, de modo que a
luz so penetie pela objetiva depois de espalhada pela amostra em
estudo.

O ultramicroscopio oferece uma informa¢do limitada do
numero de particulas. Uma pequena particula que espalha a luz é

vista indiretamente como uma mancha fraca. Apesar das dificuldades



exigtem na literatura trabalhos recentes sobre a formacido de agre-

gados usando ultramicroscopia em fluxo (18-19).

O ultramicroscopio

Se as particulas tiverem indice de refracio bastante di-
ferente do meio que as circunda, e se utilizarmos um feixe de luz
bastante intenso, ocorre deflexfo de luz suficiente para a objeti-
va, permitindo assim observar as particulas como manchas claras

sobre um fundo escuro. Por causa da solvatagdo o indice de refra-

¢io de particulas liofilicas é apenas ligeiramente diferente do
indice de refracdo do meio circundante, e ndo haverd espalhamento
de luz suficiente para permitir uma deteccdo por essa técnica de
campo escuro. Assim, o método é mais utilizado por particulas
lidfobas.

As duas técnicas principais de iluminagao de campo es-
curo s8@o os métodos de fenda de Siedentopf e Zsigmondy (gue datam
de 1903) e ¢ du cardidide. No micruscdpio de fenda a amostra @
iluminada lateralmente por um feixe estreito e intenso de luz pro-
veniente de um arco voltaico. O condensador cardidide (um acesso-
rio comum dos microscopios) € um dispositivo otico capaz de produ~
zir um cone oco de luz; a amostra e colocada no vértice do cone,

onde a intensidade da luz & elevada.
1.2.3. Extingao de luz

A extincdo pode ser medida pela razao entre a intensida-

de do feixe de luz incidente (IO) e a inténsidade de luz transmi-



tida (It):

t
— = exp [-kl] [1.2]
na qual 1 € a espessura do meio absorvente e X & uma constante de
proporcionalidade, a qual pode ter varias interpretacOes. No caso

da teoria de Lambert-Beer, a eguacao acima torna-se:

Hi b
+

= exp [-EC1] (1.3]

C

onde C & a concentracdo da solucdo e E é o coeficiente de absorgao
molar.

Quando se estuda um latex & necessario considerar um
sistema Oticamente heterogéneo, onde as entidades discretas sao
particulas poliméricas e o continuo & o solvente. Nestas condi=~
¢Oes, se ocorrem ahsor¢do e espalhamento, o logaritmo da razdo en-
tre a radiacdo incidente e a transmitida € conhecido como turbi-~

dez (t)}. Para solucgdes diluidas a turbidez é dada por (29-31):
T=1n— =Ny 1 [1.4]

onde N é o numero de particulaé/cm3 e y representa a extingdo de-
vida a absorc¢do e ao espalhamento.:

Em experimentos tipicos de espectrofotometria de trans-
missio, existem trés fontes de perda de intensidade: absorcgao pelo
solvente, absorgdo pelas particulas poliméricas e espalhamento por

essas particulas. A contribuicdo da absorgdo e espalhamento para o

espectro total, pode ser quantificada em principio pela teoria de
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Mie, a qual relaclona medidas de turbidez com: namero, tamanho e

constantes Oticas de particulas esféricas isotrOpicas através da

equacgao:

T) = N1 f; EZ- D% Q(e,m)£(D)dD
ol o o

_3¢1 o P” Qlom) £(D)dD
T(A) = 3
2p  J, D7E(D)AD
o = WD/A
m = (n1+1k1)/no = n+ik

[1.5]

[1.6]

onde T{)) & a turbidez a um dado comprimento de onda A; C é a con-

centragdo em g/cm?®; D & o didmetro da particula; £(D) é a funcao

de distribuigéo do tamanho das particulas; p € a demsidade
particulas poliméricas e m & a razdo complexa do indice de
¢do. Os parametros n, e k, representam, respectivamente, a
real e a imaginiria do indice de refracao complexo para as
culas polimericas, e n, representa o indice de refracao do

Q(o,m) representa a eficiéncia de extingdo total e trata-se

das
refra-
parte
parti-
meio.

de uma

funcao bem conhecida de extingdo, Y, na eguagao [1.4] € agora uma

funcio do tamanho e das propriedades Oticas das particulas
ricas e do meio.

A analise direta da equacgdo [1.5] ou [1.6], isto
obtencio do nimero de particulas/cm?® (N) e da distribuicado

manho de particulas, é particularmente dificil se a fungdo

polime-

é, a
do ta-

f(D) &

desconhecida. Uma solucgdo possivel & encontrar uma distribuicgio

normal-logaritmica para essa funcdo (8), o que exige uma rotina de

calculo numérico.
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i

Outra alternativa para investigar o efelto do tamanho da
particula & encontrada na literatura (9), partindo de algumas
aproximacdes, abordadas a seguir. Os efeitos de espalhamento séao
eliminados considerando que as particulas possuem o mesmo indice
de refracao do meio (isto &, m = 1 + ik(A)). Uma simplificacdo
adicional & assumir para k1 no kmax' o valor de 10“4, na regiao de
interesse {(230-400 nm).

Nestas condig¢des a equacgdo [(1.4) torna-se

T = SXEM) o L /3 Ze(p3- Ll [1.7]
0

onde € (A)

it

dnk/A.

A equacgdo [1.7] descreve o espectro de uma suspensac de
particulas esféricas isotrdpicas com diametro D em um meio iso-re-
frativo. No limite, guando D+0, o coeficiente de absor¢5o na
equacgio [1.7] é idéntico ao coeficiente de absorgao na equagio
[1.3] (isto &, E = £€(\)). Desse modo, a equacdo de Lambert-Beer &
um caso particular da teoria de Mie.

A equacdo [1.7] também indica que, para uma mesma con-
centracido, se o estado de agregacao muda (decorrente de uma alte~
racd3o no tamanho do difmetro da particula), haverd uma mudancga
concomitante na turbidez observada, mesmo na auséncia de espalha~
mento. Por exemplo, para uma solucao iso-refrativa a turbidez
observadé sera uma fungao monotonamente decrescente com © diametro
do agregado.

Para um sistema polidesperso, Q(a,m) na equacgdo [1.5] &

substituida por uma expansio em séries de poténcia. Obtém-se a ex-

pansdo de turbidez em termos dos momentos da distribuigdo do tama-
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nho de partliculas (9)

T(A) = 3Ci3 (r,D
2pD

1 3, TBB + F45 + FSE + ... [1.8]
onde: Ei representa o i-ésimo momento da distribuicgao do témanho
de particulas. Os didmetros maiores causardo impacto mais dramati-
co no espectro, devido a eles possuirem uma maior influéncia nos
momentos de mais alta ordem da distribuigao.

O limite superior do didmetro da particula para a apli-
cacdo da equagdo [1.7] é aproximadamente de 50-200 nm (isto signi~-
fica, 0<0,8) com a parte real do Indice de refracac complexo res-
trita a valores menores que 2 (9). O limite de aplicabilidade da
equagio [1;8] & ditado pela grandeza dos momentos By, 52, etc..
Para ampliar a aplicac¢do das equacgtes [1.7] e [1.8], termos de
mais alta ordem de poténcia da eficidnecia de extingdo podem set
adicionados e a éficiéncia de extincio pode ser expandida, usando-
~se aproximacdc de Pade (9) ou, alternativamente, utilizando-se
calculos numericos.

A literatura menciona o uso do método turbidimétrico na
andlise de latexes polidispersos e sugere que este método & mais
proveitoso que técnicas de espalhamento de luz na determinacao do

tamanho médio de particulas (32).
1.2.4. Espalhamento de luz
A intensidade da luz espalhada por um meio de baixa tur~

bidez pode ser medida diretamente. Uma fotocélula detetora é

usualmente montada sobre um brago giratdrio para medir a luz espa-
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lhada segundo diferentes adngulos e acoplada a um polarizador para
poder observar a polarizacdo da luz dispersada.

A primeira teoria de espalhamento de luz por pequenas
particulas foi desenvolvida por Lord Rayleigh {29-31). O espalha-
mento de Rayleigh & restrito a valores de q§0,4 para gqualquer va-
lor de m. A extensdo do espalhamento & proporcional & polarizabi-
lidade da particula (isto &, ao numero de elétrons)ou, basicamen-
te, ao volume da particula. Essa teoria nido se aplica & determina-
¢d3o do tamanho de particulas de latexes poliméricos, pois estes

compreendem, de modo geral, particulas com tamanhos da ordem do

- comprimento de onda da luz incidente.

A teoria de Rayleigh, no decorrer dos anoé, sofreu va-
rios aperfeicoamentos.

A Gnica teoria corrente que &, geralmente, util para
ldtexes poliméricos & a teoria de Mie. Este tratamento ndo coloca
nenhuma restricido sobre os valores de m e . Contﬁdo, os calculos
envolvidos si3o extreomamente complexos. Algumas solugdes para o uso
desta teoria sdo disponiveis na forma de tabelas de fung¢les de es-
palhamento preparadas pelo National Bureau of Standards (31).

Solucgdes aproximadas da teoria de Mie sao discutidas por
van de Hulst (29), para particulas esféricas coloidais monodisper-
sas no intervalo 0,1<D<4,00 um e m permanecendo entre os valores
de 1 e 2. BAplicacgbes destas equagdes foram revisadas por Kerker
{30).

Uma revisdo abrangente da literatura sobre o uso de es-
palhamento de luz em sistemas coloidais com 1000 referéncias foi

feita por Kerker (30).
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0 uso da teoria de Mic para latexes poliméricos

A distribuicdo de tamanhos de particulas poliméricas é
baseada na medida do padrao de espalhamento angulgr pela razdo de

polarizacgao, definida por:

onde Vv 5 & a razao de Rayleigh, para o componente verticalmente
r

pdlarizado da radiagd@o espalhada por unidade de angulo solido, de-

vido a um feixe de radiacdo incidente monocromatica, verticalmente
polarizada (indice v}. A definic¢do para a luz polarizada horizon-
talmente, Hh,e’ segue aquela de Vv,e‘

A funcdo de intensidade angular de Mie (29-31) para

(il)e' de um sistema polidisperso finito & dado por

(ipg = 4 (i}, plarda [1.10]
onde (ii)e & a funcdo de intensidade de Mie a um angulo 6 para uma
Unica esfera de tamanho o6tico o, e pl(a) & uma funcao frequéncia
para a distribuigao logaritmica de ordem zero (33). Portanto,
pla)de d3d a fracdo de particulas entre o e d+da. Uma expressaoc si-
milar existe para a componente (iz)e. A funcao de distribuicao,

possuindo uma ligeira assimetria, & expressa por
= 2 2
pl{a) = K exp{-(1ln o - In am) /(200) }

onde K & uma constante de normalizacao, ¢ @ o caminho O6tico modal
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4

@ o 6 o parmetro de larguras da disteibulgido, o qual & relaclons=

do ao desvio padrao,o, por

o=0 0, [1+ A © ... _ [1.11]

As razles experimentais de polarizacdo podem ser avalia-
das pelo método de calculo numérico (34) ou pelo método extremo
(12), para determinar os parametros w0, ey assim, encontrar a

distribuicao de tamanhos p{a} {13).

Outros métodos de espalhamento

Espalhamento dinamico da luz, entre outros termos (espa-
lhamento de luz laser, espectroscopia laser, espectroscopia de
pulso-otico, espectroscopia de foton), é aplicado para uma varie-
dade de métodos que, geralmente, envolvem medidas de intensidade
da luz espalhada a partir de particulas individﬁais, guando estas
passam por um volume iluminado por laser (14-17). Nestes métodos,
o espectro da luz espalhada (picos secundarios, larguras de banda,
etc.) & determinado por ambos os métodos: estatico e dindmico,

permitindo a andlise de particulas agregadas.
1.2.5. Centrifugacac em gradiente de densidade

A técnica de centrifugagdo em gradiente de densidade
usada largamente nestes Ultimos trinta anos, tem tido um papel
primordial na bioquimica e bioclogia celular, em experimentos de

separagao e caracterizacao (por densidade e tamanho) de particulas
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bioldogicas em ultracentrifuga (35-42). 08 moesmod métudos‘também
sao aplicados ao estudo de partiéulas ndo biolégicas: na separacao
e caracterizagio de polimeros por densidade em ultracentrifuga
(43-47) e na separacdo de argilas e particulados inorganicos do
solo (48-53).

Os métodos classicos para a formacao de gradientes de
densidade sdo a mistura mecanica e a centrifugacdao ou ultracentri-
fugacado. Recentemente foi mostrado que a sedimentacio osmoticamen=
te acoplada (osmocentrifugagio e ultrafiltracdo centrifuga), & um

processo util na formagdo de gradientes de densidade usando cen-

trifugas de baixa velocidade (54-55).

1.2.5.1. Formacao de gradientes de densidade por osmo-

centrifugagdao

Se uma solucdo (mais densa que o solvente) & separada dq
solvente por uma membrana semipermeavel, solvente pode fluir para
a solucdo ou fluir da solugdo, dependendo da altura na coluna,‘dc
liguido (Figura 1.1). O fluxo do solvente para a solugdo & obvia-
mente esperado, devido a forcas osmoticas: solvente fluir da solu-
¢do, ocorre somente em pogfos abaixo da superficie liquida nos
quais uma pressdo maior dentro da coluna do liquido conduz a osmo-
se-reversa (56).

A altura da célula de didlise necessaria para gerar Os-
mose-reversa por centrifugacdo, pode ser facilmente calculada

usando-se um modulo tal como agquele da Figura 1.1, contendo uma

solucdo bindria de compesigdo uniforme, onde o fluxo do solvente

(1,0) através da membrana e dado por:
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Figura 1.1. Representacgdo esquematica da formagdo de um gradiente
de densidade em uma célula de osmocentrifugagdo. Cor-
rentes de massa osmdtica {0) e osmdOtica-reversa (OR).
N &€ a corrente de sedimentacao normal do componente

mais leve (— ) ou do componente mais pesado (-- ).

J =“K&uH

" {r.) (1.12]

2O,x 2O,x 1

onde: K € a permeabilidade da membrana ao solvente, e AuH r,)

zo,x( i

é a diferenca de potencial quimico do solvente, relativo aos dois

lados da membrana, expresso pela seguinte equacao:

_ 1g 2 2 _ 2
Auﬂzo'x(ri) = RT ln xH20 + 5 VHZOm Ap(ri ro) +
e 2 2 2
5 VH 0% Pu_o (ro - rm) [1.13]
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onde: x & a fracdo molar, V & o volume parcial molar, Ap & a dife-
renca de densidade entre a solucdo e o solvente, @ & a velocidade

angular do rotor e ror I, sdao as distdncias do eixo do rotor, res-—

i
pectivamente, ao topo e & i-ésima altura da ccluna da solucio den-
tro da célula. Por sua vez, r. € a distdncia do eixo do rotor ao

topo da coluna do solvente dentro da célula.

O fluxo horizontal (perpendicular & membrana) do solven-

te, Iy 0.x contém trés termos (ver equacdes 1.15 e 1.16), o pri-
27 .

meiro gue depende somente de Xg o © & independente do campo, le-
2
vando a diluigdo da solugdo. O segundo varia do topo até o fundo

da coluna da solugdo e contribui para a concentracio da solugao. 0
terceiro, que também contribui para a concentracido da solugdo, é
funcao do desnivel entre o topo da solucgéo (ro) e 0 topo do sol-
vente {r_).
) m

Desse modo, se a coluna de liquido for suficientemente
longa, teremos:

1) osmose: o solvente fluira para dentro do compartimen-
to em posicgoes L. tais que, na equacio [1.12] resulte

AuH (ri}< 0, a solugac do topo serad mais diluida; essa diluicdo

20,x

torna-se cada vez menor, a medida gque r, aumentaj;

2) ponto de fluxo zero: o fluxo do solvente sera nulo

guando, na equagaoc [1.13] AuH 0 X(ri) = 0;
2 ¥

3) osmose-reversa: o solvente fluira para fora do com-

partimento da solugdo para posicoOes r, em que, na equagao [1.13]

Au {r.) > 0. Nesse caso, a partir do ponto de fluxo zero, a
HZO,X 1

solucdo ficard cada vez mais concentrada, a medida que se aproxi-
mar do fundo da solucao.

Alem do mecanismo acima apresentado de transferéncia do
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solvente (perpendicular & membrana) gque resulta em um gfadienta
vertical de concentragao, um outro tipo de mecanismo de transfe-
réncia de massa existe dentro do compartimento da solugdo, quando
esta consistir de um sistema polidisperso ou com muitos solutos.
Esse mecanismo consiste na formagéq de gradientes horizontals de
concentrag¢ldo dentro da cela de dialise, como resultado das corren-
tes de osmose e osmose-reversa do solvente. Surgem, entdo, gradi-
entes de densidade que podem conduzir a instabilidades convectivas
e, a um novo mecanismo de transferéncia de massa: uma solug¢do me-

nos densa (ou mais diluida) move-se para cima, e uma solugdo mais

concentrada move-se para baixo. Esse mecanismo & ilustrado na Fi-
gura 1.2. A expectativa &€ que as camadas menos densas sejam ricas
em particulas menores por.serem mais rapidamente difundidas. Isso
explicaria o fracionamento do soluto em osmocentrifugagdo (3).
Admitindo para a osmocentrifugagdo, a mesma analise fei-
ta para osmossedimentacgdo (sedimentacao osmoticamente acoplada,
sob gravidade), este efeito pode ser visto por duas diferentes
aproximacdes baseadas no formalismo da termodinamica irreversivel.
Para tanto, a velocidade de aproximacao ao estado de equilibrio
em um sistema com reservatdorios em contato, a determinadas T e p,

na auséncia de reacdes quimicas, & dada por:

- 2
— =L L Y, Au, g L F KA“i,aA

-dt i gl ' i oA

£1.14}

A velocidade de diminuicao de G crescera, portanto, guando cres-
cerem os dois fatores: (1) o namero de i-componentes e (2) o nime-
ro de- fases o. Quando isso acontecer em um experimento de osmocen-

trifugagdo existirdo mais caminhos para transferéencia de massa



Figura 1.2. I) Correntes de convecg¢do dentro do compartimento da
solucdo em uma célula de didlise. A solugdo em A & di-
luida pelo fluxo osmético do solvente, enquanto a so-
lugdo em C & concentrada pelo fluxo osmoOtico-reverso.
Fluidos mais densos movem-se para baixo, enquanto os
mais leves deslocam-se para cima. II) Particulas meno-
res {(.) difundem da regido mais concentrada para a
mais diluida dentro da solugdo, isto &, de B para A e
de C para B'. Particulas maiores (o) também difundem
em sentido inverso. Como resultado, a solucgao mais
densa & enriquecida com particulas maiores que migram
para baixo. A solugdo menos densa (como em A) & enri-

gquecida com particulas menores gue movem-ge para cima.

conduzindo a uma transferéncia de massa mais rapida. A equagao

[1.14] permitiu predizer que velocidade de transferéncia de massa
. -~ - 5 . . -

em osmossedimentacdo & 10~ vezes maior que em sedimentagdo normal

(57).
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1.2.5.2, Formagao de ygradientes de denslidade por ultra-~

filtracao centrifuga
Um método similar ao utilizado para gerar gradientes de
densidade em osmocentrifugacgao, € agui utilizado para gerar gra-

dientes de densidade com a técnica de ultrafiltracgido centrifuga

(Figura 1.3}.

MEMBRANA

SOLUGAO — o

b _L ,“//m%,/_mmmﬁ
OOoro~-r--m

Figura 1.3. Esquema da formac¢do de um gradiente de densidade éem
uma célula de ultrafiltraclo centrifuga com a membrana .
paralela ao campo. As setas indicam o fluxo de liguido

através da membrana.

Nos experimentos realizados usando essa metodologia, os
médulos sdo carregados unicamente com a solucdo no compartimento a

ela destinado, e em seguida centrifugados. O solvente flui para o
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outro lado da membrana e, por caminhos de transferéncla de massa

em parte semelhantes aos da osmocentrifugacdo, € autogerado um

gradiente de densidade (58).

1.2.5.3. Fracionamento de particulas

A separacdo de particulas por centrifugagéb em gradien-—
te de densidade ocorre basicamente por trés métodos: (i) por veio—
cidade, (ii) por equilibrio de sedimentagdo-difus8@o (isopicnica) e
(iii) por aproximagdo ao estado de equilibrio {pseudo-isopicnica).
Fsses trés métodos sdo comumente agrupados em dois tipos de sepa-
racgao:

A) Por tamanho

A sepagado por tamanho (ou por velocidade de sedimenta~
cao) pode seguir o procedimento da centrifugacdo zonal.

Na centrifugagao zonal, jlustrada na Figura 1.4, a amos-
tra é colocada no topo de um meio, no gqual foi previamente formado
um gradiente de densidade. Durante a centrifugagdo aﬁﬁpartiéulas

gsedimentam com velocidades diferentes formando zonas discretas.

B) Por densidade

Na centrifugagio isoéicnica, a separacdo se da devido a
diferencas de densidade das particulas. O processo @ ilustrado na
Figura 1.4. Cada particula sedimenta até.uma posicdo de equilibrio
no gradiente onde a densidade do meio & igual a densidade da‘parw'

ticula {posic¢do isopicnica).
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Figura 1.4. Esquemas de separacao de uma mistura de particulas por
centrifugacao zonal em gradiente de densidade: (a) por

tamanho e (b) por densidade.

1.3. FPundamentos Tedricos: Calculo do Coeficiente de

Sedimentacao de Particulas em Gradiente de Densi-

dade

" Velocidade de sedimentacgao

Considere-se uma particula dissolvida em um meio liqui~
do homogéneo m (& temperatura T), mantido num rotor que gira a uma
velocidade w (radianos por segundo). Abstraindo-se as suas vizi-

nhancas & possivel dizer que had trés forgas atuando sobre ela (Fi-
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A . ) 5 o |
gura 1.5): Em primeiro lugar a particula sera submetida a uma: for+

ca Sgﬂ}{ifug proporcional ao produto de sua massa pela distincia

2

(R) ao centro da rotacdao: FC = u“Rm;
sua massa e dada pelo produto da densidade vezes o volume‘

(m = Qpﬁd3/6). Ao mesmo tempo a particula desloca uma certa gquan-

tidade do meio; esse fato da origem a um empuxo igual em mbédulo ao

peso do meio deslocado: Fb = mszO = mzR(pmﬂd3/6).

FUNRDO

Ty weie

w ‘
EiXo DE
acragio

Figura 1.5. Diagrama de uma experiéncia de sedimentacao.

Se, como resultado dessas forcas, a particula for acele-
rada em relacdo ao campo, essa acelerac¢do tera uma duragao extre--

9 seg (59) pois; a medida que sua

mamente curta, da ordem de 10
velocidade aumenta, a particula sofrera o atrito com o meio devido
ac movimento através do meio. Essa forga de atrito, pela Lei de

Stokes serid dada por Fn = -3ﬂnmdv, onde N & a viscosidade do

meio,d o didmetro da particula e v a velocidade. Uma velocidade

constante sera atingida quando a forca total atuante sobre a par-
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ticula for nula:

FC A Fb + Fn = ( f1.15]

Combinando

3

il

3mngdv = (o, = py) Td w?R/6 [1.16]
2

_ _ 2
v (pp pm) d“Rw /anm N [1.17]

A velocidade de sedimentacio de uma particula esférica,

em um meio homogéneo m, cuja densidade e viscosidade sdo conheci-
das, pode ser predita pela equagdo [1.17]. O inverso também & ver-—
dadeiro: pode-ser prever o difmetro de uma dada particula a partir
de medidas de velocidade e densidade. Rearranjando a equagao
[1.17], obtém-se o coeficiente de sedimentacéo: ‘
. _ _v_ . {dr/dt) _ Py - pm’dz (1.18]
T,m 2 2

wor W r 18ﬂm

correspondentemente:
18nm ST,m)1/2

Op = Py

Q= (1.19]
0 coeficiente de sedimentagdo, s, observado experimen-
talmente, & usualmente convertido a um estado padrdo definido em

termos da velocidade da particula em agua a ZOOC {(60) s

20,w f (o - ) TTTym
20,w Pp "Pr,m

[1.20]



26

-

onde p o € @ Vviscosidade (em Poise) do meio & temperatura T;
r
"90 w € a viscosidade da aqua a 20°¢C; P € a densidade da particu-
4
la em solugdo; p é a densidade do meio e ) é a densidade da
T,m 20,w

dgua a 20°c.

As equagdes [1.18] e [1.20] podem ser combinadas para

produzir:

. ] {dr/dt) nT'm(pp ~020’w)

20 o [1.21]
a szn20’w(pp - P!

Quando um campo centrifugo é aplicado a uma amostra (zo=

na) no topo de um gradiente de densidade (dp/dR) as particulas,
que de inicio estavam distribuidas uniformemente na zona comecam a
se mover (se a amostra for polidispersa formam-se varias zonas).

A partir do movimento da(s) zona(s) podemos calcular o

coeficiente de sedimentacdo. A equacao [1.21] pode ser reescrita

COmO :
2 (pp " Pap w) oy m 1
wos, 4 Wdt = L = . R AR [1.22]
' —
(pp pT’m) "20,w
Integrando o lado esquerdo da equacaoc [1.22], temos:
t 2 _ 2
%} 550, w? dt = 520, w” t
0. lado direito da equacdo [1.22] pode ser aproximado pa-
ra (61):
— L7 F(R)AR = —F—=2eW_ 3 p(p ) g -R,
n R n R 1" 71 Ti-l
20,w 20,w 8
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My £
I}N(R) P,m’.{:‘i

i

[1.24]

©p = Prym,g,) By * Riy)/2

onde: 1 indica uma fragao especifica; Ri o raio no fundo da fra-
gao; e Rs ¢ raio do centro de massa da banda da amostra.
Centrifugacac em gradiente de densidade tanto em rotor
"swinging~bucket" como em rotor "zonal", tem sido usada para ava-
liar coeficientes de sedimentagéo e didmetro de particulas (35,38-
49,61). Neste trabalho, para o calculo de s, foi usada (61) a

equagao:

. _PpTPa0,w " (R;-R, _.)
200w 24y R, (p_-p Lot
20,w i P T,m, fi) (Ri+Ri—1)/2 [1.25]

onde i representa uma dada fragao.

Para o calculo do coeficiente de sedimentagdo, os se-

guintes pardmetros devem ser conhecidos:

Ri' o raio {em cm) medido do centro do rotor a parte in-
ferior de cada fracado, se o tubo & perfeitamente ci~
lindrico (35);

Rs, o raio (em cm) medido do centro do rotor ao centro
de massa da zona da amostra; neste trabalho foi mo-
nitorado visualmente e medido com uma régua;

w, a velocidade angular em segﬂl (nos periodos de ace-
leracdo, "steady" e desaceleracdo);

T, temperatura da centrifuga em graus centrigrados;

nT,m,fi e pT,m,fi , se referem a viscosidade média (em-
Poise) e densidade média (g/cm?) do meio onde a

fracio foi coletada, istc pogue cada fragdo indivi-

dualmente foi homogeneisada antes destas medidas
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serem realizadas;

P a densidade da particula em solucdo, determinada ex-

p’
perimentalmente em g/cm?;

p20'w, a densidade da agua a EOOC, em g/cm?3;

n20’w, a viscosidade da Agua a 20°C, em Poise;

t, pode ser aproximado com (P -+ (A +'D)/3) (39) onde A

€ o tempo de aceleracgdo, D & o tempo de desacelera-

¢do e P & o tempo de rotaclo, em segundos.

Para particulas esféricas, o cdlculo do didmetro (62)

pode ser feito com a eguacdo:

P, = F
s = L P Liv g

. 2
20,w 18
o

[1.26]

r-W

Quando particulas de tamanhos diferentes possuem a mesma

densidade, a razao de massa entre elas pode ser dada por (35,62):

=

. 5.
i _ (m&)B/E

]

[1.27]

=
[

1

onde s, e s, sao coeficientes de sedimentacio em Svedberg

(18 = 10—13 seqgj.

1.4. Objetivos

Os objetivos desta tese podem ser resumidos nos seguin-
tes itens que serdo desenvolvidos nos capitulos subsequentes:
1. Estabelecimento de uma metodologia para o fraciona-

mento (capitulo 2) e determinac3o do tamanho de particulas de
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latex de PS (capitulo 3), na faixa de 0,1 a 1 um; esta metodologia
é fundamentada em experimentos de osmocentrifuga¢do e de centrifu-
gagac em gradiente de densidade.

2. Uso da metodologia estabelecida segundo o ftem 1 no
estudo da agregacdo de particulas de latex de PS (capitulo 3), in-
cluindo: i) indugdo da existéncia de agregados em uma dispersdo de
latex, pela adicdo de eletrdlito a diversas concentragdes; ii) se-
paragao e caracterizacdo de agregados de PS sem modificar as suas

estruturas; iii) exame morfoldgico dos agregados por microscopia
eletrdnica.
3. Determinagdo do coeficiente de sedimentagio e massa

molar da eritrocruorina de Glossoscolex paulistus (capitulo 4).

4. Estudo da formacdo de estruturas dissipativas em cé~

lulas de dialise, por osmocentrifugacio zonal (capitulo 5).
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2. FRACIONAMENTOQ DE PARTICULAS DE LATEX DE POLIESTIRENO (PS)

2.1. Introducdo: Sistemas Coloidais

Sistemas coloidais sdo aqueles nos guais um ou mais comw
ponentes apresentam pelo menos uma de suas dimensSes dentro do in-
tervalo de 1 nm a 1 um (63). Tal definigao operacional permite di-
ferenciar os sistemas coloidais, tanto das solugdes ordinarias =
nas quais as particulas do soluto e solvente tém aproximadamente
as mesmas dimenses - como também das suspensdes, nas quais os
componentes sdo separados facilmente por meios mecdnicos (filtra-
¢do, decantacgdo, etc.).

Podemmsé agrupar os sistemas coloidais em duas grandes
classes, com respeito & separagdo de fases: sistemas reversiveis e
sistemas irreversiveis.

Pertencem a classe dos sistemas reversiveis, as solucoes
verdadeiras de substancias macromoleculares (naturals ou sintéti-
cas). Estas sdo termodinamicamente estdveis, e também reversiveis,
pois podem ser reconstituidas facilmente apOs a separacdo de fases.

Na classe dos sistemas irreversiveis, est3o incluidas as

dispersdes coloidais. Estas, por sua vez, sao termodinamicamente

instaveis, por causa de sua elevada energia livre de superficie, e
constituem sistemas irreversiveis, que nio podem ser reconstitui-
dos facilmente apds a separacdo.de fases. Os litexes poliméricos

estdo incluidos neste tipo de sistema.

2.1.1. Latex de PS
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Uma dispersdo coloidal de particulas poliméricas em um
liguido é chamada de latex.

Latexes poliméricos, preparados em condig¢les nas quais
os ralos finais das particulas podem variar desde 50 nm até alguns
microns, sdo chamados na literatura de coldides poliméricos t64).

Esses sistemas sdo muito convenientes em varias situa-
¢gbes (65), tais como:

a) calibracdo de virios instrumentos, por exemplo, ul-
tracentrifuga, fotdmetro de espalhamento de lﬁz @ microscopio ele-
tronico;

b) a determinacdo de tamanhos de poros de membranas bio-
logicas e filtros;

¢} concentragdo e purificacio de anti~-corpos;

d) sistemas-modelo em Quimica Coloidal;

e) componentes de produtos de uso finalvna indistria de
tintas e revestimentos;

f) intermedidrios Uteis nas indlistrias de papel, téxtil,
plasticos e borrachas.

Muitas destas aplicacgdes requerem um cuidadoso controle

do tamanho de particulas do latex; contudo, a complexidade do pro-

cesso de polimerizacdo por emulsdo ou dispersdo utilizado para a
sintese das particulas, torna frequentemente dificil esse controle
(26).

Litexes aguosos de PS sfo geralmente preparados por po-
limerizacdo de estireno, em emulsdo ou dispersio. A polimerizacao
ocorre por um mecanismo de radical livre com as seguintes etapas:

formagdo de um radical do mondmero estireno, crescimento da cadeia

polimérica e transferéncia da cadeia para diferentes componentes
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do sistema, término da polimerizacio (63).

2.1.1.1. Obtencdo de latex de poliestireno via mecanis-

mo de polimerizaclo por emulsio

As bases da teoria da polimerizacio por emulsdo, foram
postuladas por Harkins em 1947 (66) e posteriormente, avaliadas
quantitativamente por Smith e Ewart em 1948 (67). Continuam valiw
das embora alguns aspectos (68)" tenham sido qﬁestionados em estu-
dos subsequentes (Roe e Brass, 1957; van der Hoff, 1967 e Roe,
1968). De acordo com esse mecanismo, em uma mistura, sob agitacdo,
contendo o mondmero estireno e um emulsionante, o agente emulsio-
nante estad simultaneamente distribuido no sistema em trés diferen-
tes estados: (1) agregado em micelas; (ii) dissolvido na fase
aquosa e (iii) adsorvido na interface égua—estireﬁg. 0 mondmero
estireno também estd distribuido em trés estados, como: (i) goti=~
culas estabilizadas de uma emulsdo, (ii) dissolvido na fase aquo-
sa e (iii) solubilizado no interior apolar das micelas do emulsio-
nante.

A maior parte do emulsionante e mondmero esta presente
como micelas e goticulas, respectivamente. O nimero de goticulas
do monomero & de muitas ordens de grandeza inferior ao nimerc de
micelas do sistema, de modo que a Area das interfaces mondmero/
agua é desprezivel quando comparada a das interfaces agua-micela.
A adicdo de um iniciador solfivel em &gua conduz a formacdo de ra-
dicais livres na fase aguosa, geralmente por decomposigao. A velo-
cidade de decomposigdo & aumentada pela elevacio da temperatura do

sistema. Estes radicais nfo tendem a serem adsorvidos pelas goti--
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culas do monOmero nem tampouco penetrar nas micelas do emulsionan~
te. Isto se aplica especialmente se osradicais sdo carregados ne-
gativamente e as micelas sao de um emulsionante anidnicoe. Alguns
desses radicals reagem com os monOmerocos dissolvidos na agua para
formarem radicais monomericos, e a polimerizacdo tem inicio na fa-
se aquosa até que os radicais oligoestireno possuam uma superficie
suficientemente ativa para penetrarem nas micelas (isto &, quando
os radicais oligoméricos estdo orientados preferencialmente com o
grupo polar terminal na direcfo da dgua e o grupo hidrofébico ter-

minal orientado para o interior da micela). E aqui gue a reagdo se

propaga com a subsequente adigdc de mondmero. Assim, estas micelas
contendo um radical oligdmero tornam-se particulas poliméricas
crescentes, estabilizadas por grupos terminais polares e pelo agen-
te emulsionante, agora adsorvido na superficie da particula. Dessa
forma, a polimerizagado ndo ocorre nas goticulas emulsionadas do
monomero, mas nas micelas do emulsionante. As goticulas funcionam
como reservatdrios, para fornecerem o mondmero, por um mecanismo
de difusao através da fase aguosa, aos locals em qgue se processa a
polimerizagdo. As micelas que ndco capturam radicais desaparecem,
por fornecerem emulsionante para as particulas poliméricas cres-
centes. O término das micelas, seja por tornarem~se particulas po-
liméricas ou por desaparecerem, corresponde ao final do estagio de
nucleacdo. As particulas continuam a crescer até gue o suprimento
do monbmero e/ou radical seja exaurido. Para a obtencao de um la-
tex monodisperso, o estagio de nucleacgdo deve ser suficientemente
curto para minimizar a superposigidao do estdgio de nucleacadao com o

estagio de.crescimento. Ainda assim, @ obtida uma distribuigio de

tamanho de particulas, mesmo que estreita.
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Apds o término da polimerizacglo, a fase aguosa do latex
pode conter residuos do iniciador, do mondmero estireno, do emul~
sionante e algum tampio. Emulsionante e estireno ndo~-polimerizado
sdo esperados estarem também adsorvidos na superficie das particu-~
las. Dependendo do uso final do latex, estas impurezas devem ser
removidas das particulas para a obtencado final de uma superficie

limpa e bem definida.

2.1.1.2. Obtengdo de liatex de poliestireno via mecanismo

de polimerizagdo por dispersio

Embora tenha sido usual no passado o uso de emulsionan—
tes na polimerizacdo por emulsdo, sua presenca nio & indispensavel
para a formacdo de particulas poliméricas. Quando a polimerizagao
ocorre na auséncia de emulsionante, & chamada de polimerizagao por
dispersdo. Nesse caso, o mondmero esta presente em dois estados:
(1) dissolvido na fase aquosa e (ii) em goticulas. Os radicais
oligoméricos formados na fase aquosa, a uma concentragaoc e compri-
mento de cadeia criticos, formarfo agregados de forma analoga
aquelas micelas formadas por moléculas do emulsionante. NGcleos
sdo entdo formados nos quais a polimerizagao procede, de modo si-
milar ao descrito acima. Devido a falta da adicao de emulsionante,
as particulas crescentes de polimeércs . sao unicamente estabiliza-
das por grupos idnicos terminais originados do iniciador.

Uma das etapas mais importantes nesse tipo de processo

é a etapa de coagulacio. De acordo com os trabalhos de Goodwin em

1978 e Fitch em 1980 (69), as primeiras particulas formadas tem um

pequeno nimero de cadeias e, portanto, somente poucos grupos-ter-
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minais estdo presentes. Consequentemente, a densidade de carga das
particulas & baixa, o sistema torna-se instavel e ocorre a coagu-
lagdo, até que as novas particulas formadas tenham densidade de
carga e raio de suficiente magnitude para garantir a estabilidade
coloidal. Uma menor velocidade de polimerizacio & encontrada,
quando se compara esse processo com aquele realizado na presenga
de emulsionante, o que pode ser explicado pela ocorréncia de coa-
lescéncia, . segundo Dunn, 1971 (70a). Embora,_tenha sido mostrado
por Harkins em 1952 (70b) gue na auséncia de émulsionante o latex
teria um alto grau de polidispersidade, Kotera em 1970 {70c) des-
creveu um procedimento para preparar latexes de poliestireno mono-
disperso na faixa de 350~1400 nm, sem adicionar qualquer agente
emulsionante. Obviamente, tais latexes "limpos" sdo particularmen-
te atraentes como substancias-modelo.

Em latexes preparados por este processo, 0ligs=~
meros podem ser fisicamente adsorvidos na superficie das particu-
las, Desde que nao ha, em principio, nenhuma diferenca na consti=-
tuicdo quimica de um oligdmero e um polimeroc de estireno, tais
oligOmeros naoc sdo considerados material "estranho". Em outras
palavras, sua presenga na superficie do poliestireno ndo & consi-

derada contaminacao.

2.1.1.3. Caracteristicas das particulas de latex

Particulas de latexes poliméricos, na sua grande maio-
ria, sdo compostas de um grande numero de cadeias do polimero,

possuindo cadeias individuais na faixa de pesos moleculares de

5 .47

107-10". Dependendo do arranjo das cadeias no interior das parti-

culas, elas podem ser amorfas (borrachosas ou vitreas) ou crista-
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linas.

Latexes de PS possuem particulas de forma esférica e uma
Tg (temperatura de transicio vitrea) bem definida. O estado fisico
das particulas é muito importante nas interagoes de curto-alcance;
por exemplo, com particulas moles, a coalescéncia das particulas
pode ocorrer mais facilmente, enquanto nas particulas duras sua
individualidade & mantida (71).

0 comportamento coloidal de uma dispersdo de particulas

de latex €& diretamente relacionado com as propriedades de superfi-

cie das particulas, e estas por sua vez dependem dos processos em-
pregados para a sintese de suas particulas. A superficie dag par-
ticulas pode, entio, apresentar-se dentro de um dos casos abaixo:

1. possuir grupos (por exemplo: -COOH, -0805, -0OH) regi-
duais do iniciador usado na reacio;

2. ser anfdétera, quando sfo usados iniciadores mistos na
reagao;

3. possuir emulsionante adsorvido ou diretamente enxer=-
tado na superficie da particula:

4. possuir polimeros nio~-idnicos ou polieletrdlitos ad-
sorvidos ou enxertados diretamente na superficie das particulas.

5. possulr grupos basicos ou Acidos na forma ionisada,
quando as particulas sdo dispersas em um meio de alta permitivida-
de, por exemplo Agua; a extensdo da ionizacio depende dos valores
de pKa e pKb dos grupos da superficie e do valor de pH do meio de
dispersao.

Dessa forma & possivel produzir uma grande variedade de
particulas de latex e uma ilustragao esquematica de alguns tipos

€ dada na Figura 2.1.
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Figura 2.1. Ilustracdo esquemadtica de alguns possiveis tipos de
particulas de latex: (a) suave, (b) cadeias idnicas
curtas, (c¢) cadeias idnicas longas e (d) cadeias nio

iénicas longas.,

A partir dessa descrigdo gualitativa de particulas de
latex é possivel identificar a origem das forgas entre as particu-
las, que influirado sobre a estabilidade coloidal das dispersoes.
Estas podem ser resumidas como:

a. Efeitos eletrostaticos: surgem de grupos ionizados na
superficie, geralmente repulsivos; particulas tendo cargas opostas
podem sofrer atraglo eletrostética, cuja intensidade depende da
concentracado de eletrdlito no meio;

b. EBEfeitos estéricos: surgem da geometria e conformagdo
de moléculas adsorvidas ou enxertadas na superficie - podem também
incluir efeitos de carga quando as moléculas sio polieletrolitos.

Os efeitos podem ser atrativos ou repulsivos e sdo sempre depen-—
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dentes da temperatura e podem também depender da concentracdo de
eletrolito.

c. Efeitos de atracéo por forcas de dispersdo: sio devi-~
das as forgas de dispersdo de longo alcance, essencialmente, quan-
do a densidade e polarisabilidade das moléculas gue formam as par-
ticulas sdo diferentes daguelas do meio. Geralmente independem do
eletrdlito e da temperatura.

d. Efeitos de solvatacio: surgem da‘organizagéo das mo-

leculas do solvente préximas a macromoléculas, diferente da orga-

nizagdo do solvente no restante da dispersao,

2.1.1.4. Estudos de latexes de PS por centrifugacdo em

gradiente de densidade

Latexes poliméricos com dimensdes coloidais, tém sido
estudados por centrifugacdo em gradiente de densidade. A metodolo-
gia (20) consiste em por um liguido de baixa densidade sobre um
liquido de alta densidade (que contém a amostra a ser estudada), em
uma cela de fronteira sintética, em ultracentrifuga analitica.
Dessa forma, o gradiente é formado por difusdo, e o equilibrio de
sedimentagdo & alcancado em tempos curtos. Este método permite a
separagdo de uma mistura de latexes poliméricos e sua caracteriza-
¢do guimica. Outra técnica (21} usa gradientes dindmicos formados
por ultracentrifugacdo de Percoll em Hzo, DZO ou MeQH. Esta técni-
ca foi bem sucedida no estudo de particulas finas (latexes polimé-
ricos, microcristais e células) com didmetro inferior a 300 nm.

Neste capitulo é examinada a aplicagdo de osmocentrifu-

gagac (ou centrifugagido em.células de didlise) nos seguintes estudos:
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1. Obtengdo de gradientes de densidade Gteis em fracio-
namento por velocidade de sedimentacido;

2. Fracionamento de particulas de latex de PS, por ta-
manho, usando experimentos de: (i)} osmocentrifugacdaoc zonal em gra-
dientes de densidade, (ii) centrifugagdo zonal em gradientes de

densidade autogerados por osmocentrifugacao.

2.2, Parte Experimental e Resultados

2.2.1. Materiais e Equipamentos

Materiails:

Ficoll, Pharmacia Fine Chemicals (Lot n@ HC 24638, Code
ng 17 0400-01}).

Sacarose P.A. Reagen.

Density Marker Beads, Pharmacia Fine Chemicals.

Létex de poliestireno, Sigma, nos didmetros: 0,109;
0,305; 0,460 um.

Acetato de celulose, Carlo Erba (53% de acido acético
compinadol} .

Acido acético glacial, Mallinckrodt e Quimis.

Acetona PA-ACS Carlo Erba.

Equipamentos:

Centrifuga refrigerada, de cagapas basculantes, RC-3B

Sorvall Instruments.



40

Bomba peristaltica com controle de velocidade, Buchler

Instruments serial no. 42561].
Densimetro PAAR-DMA 60/602.
RefratOmetro Abbe Bausch & Lomb.
Espectrofotdmetro UV-visivel Micronal B382.

Registrador, Instrumentos Cientificos CG Ltda.

Viscosimetro de Ostwald.

2.2.2. Curvas de Calibracgao

Indice de refracao {n) x densidade (p): as densidades

das solugOes aguosas de Ficoll e Ficoll-sacarose, de diferentes
concentrag¢des, foram determinadas a 25,0°C em densimetro PAAR-DMA
60/602. Os indices de refracao das mesmas solucgOes foram medidos
na mesma temepratura em refratOmetro Abbe. Os resultados s3o apre-
sentados na Tabela 2.1 e as curvas de calibrag¢ao na Figura 2.2,

Viscosidade (n} x densidade (p): as densidades das solu-

¢Oes aquosas de Ficoll foram medidas a 20,0 e 25,00C em densime-
tro PAAR-DMA 60/602. As viscosidades das mesmas solu¢Ges foram me-
didas nas mesmas temperaturas, em viscosimetro capilar. Os resul-
tados sao apresentados na Tabela 2.2. e as curvas de calibracgdo na
FiIgura 2.3A.

Também foram construidas curvas de calibracao de densi~

dade (p) x concentracao (% (m/m)) para solugbes aguosas de Ficoll

a 20,0 e 25,0°C (Figura 2.3B).



Tabela 2.1. Indices de refracao e densidades de solucbes aquosas

de Ficoll e Ficoll-sacarose a 25,00C.

Ficoll Ficoll-sacarose Ficoll-sacarose Ficoll-sacarose
néS + 00,0001 4% (m/m) 8% {m/m) 14% (m/m)
25 25 25
p £ 0,00001 ny” * 0,0001 ny” £ 0,0001 ng t0,0001
p t 0,00001 p x 0,00001 p & ¢,00001
(gem™>) (gom™3) (gem™ ) (gem™?)
1,3378 1,00973 11,3435 1,02540 11,3476 1,03685 11,3568 1,06144
1,3438 1,02383 1,3470 1,30453 11,3502 1,04325 1,3602 1,06902
1,3504 1,03894 11,3515 1,04353 11,3532 1,045%99 11,3632 1,07675
1,3525 1,04426 1,3530 1,04760 11,3568 1,05796 11,3665 1,08417
1,3540 1,04754 11,3545 1,04954 11,3594 1,06503 11,3702 1,09269
Tabela 2.2. Viscosidades e densidades de solugdes aquosas de
Ficoll a 20,0 e 25,0°C.
20,0°¢ 25,0°%
nt 00,0001 p ¥ 0,00001 nt 0,0001 p t 0,00001
(cP) (gcm"3) {cP) (gcm—3)
1,3402 1,00371 1,1758 1,0025
2,7296 1,01843 2,1329 1;0175
5,4054 1,03260 4,4492 1,0300
10,0222 1,04679 ’ 1,0425




26 1.35 ).

1.36

sol. aquosa de

Ficoll
i ] i 1 1
1.0 1.02 1.03 104 1.08
-3
plgem™)

sol. aquosa de

Ficoll em sacorose
8% (m/m}
i | | ]
1.04 1.0% 1.08 1.07
P (gem™)

42

Sol. aquosa de
Ficoll &m sacarose
g 4% (m/m)

1.02

1.03 1.04 1.08 106

P (gem™)

50l aquesa de

Ficol! em sacarose
g 14%.
1 1 | . ] H
1.06 1.07 108 1.09 110
plgem™)
25

Figura 2.2. Curvas de calibracio de indice de

refragdo (n X

p !

densidade (p) para solugbes aguosas de Ficoll e Ficoll-

sacarose a ZS,OOC.




1,086

1,04

NSIDADE

Gz

VISCOSIDADE {cP}
ey

o

o e)

1,0 101

1,02 1,03

1,04 1,05
DENSIDADE (gem™ )

6 8

de

Ficoll

10 12

{m/m)

14

16

43

Figura 2.3. Curvas de calibragao de solugbes aquosa de Ficoll: A)

viscosidade x densidade; B) densidade x concentracao

de Ficoll.
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2.2.3. Preparacio das Membranas

As membranas utilizadas nos experimentos de osmocentri-
fugagdo sdo membranas assimétricas de acetato de celulose prepara-
das segundo o procedimento ji publicado por este laboratdrio (72~
73), a partir de solucfo contendo 10 g de acetato de celulose, 38
ml de acetona, 35 ml de Acido acético e 21 ml de agua.

Para a preparacdo das membranas, as.solugées foram espa-

lhadas sobre placas de vidro, munidas de dois fios de niquel~cromo

de 0,4 mm de espessura (fio ne26), esticados para permitir o con-
trole de uniformidade da espessura do filme. Para espalhar as so-
lugdes, foi utilizado um bastic de vidro, que corria sobre os
fios. O solvente foi deixado evaporar por 10 minutos, introduzin-
do-se, entdo, a placa em um recipiente com agua f;ltrada, para que

0 polimero cocagulasse, a T ambiente.

2.2.4. Células de osmocentrifugacio

As células de osmocentrifugacdo usadas nos experimentos
foram construidas com chapas de acrilico ou de poliéster reforca-
do com fibra de vidro (Figuras 2.4 e 2.5). Cada modulo era compos-
to por placas rigidas de acrilico ou poliéster, justapostas e pa-
rafusadas, de maneira a formar dois compartimentos separados entre
si por uma membrana semipermeavel. As membranas foram ajustadas,
no modulo, sobre um suporte de nigquel perfurado por eletroerosio.
Este suporte contém 1444 furos por cm?, sendo o didmetro dos furos

igual a 0,02 mm.

Nos experimentos iniciais para a obtencdo de gradientes
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Figura 2.4, Células de osmocentrifugacdo construidas com chapas de

poliéster reforgado com fibra de vidro.

de densidade foram utilizadas cé&lulas feitas de poliéster reforca-
do com fibra de vidro (Figura 2.4), com compartimentos de 4,5 cm?
cada um, separados por 15 cm? de membrana. Nos experimentos de
fracionamento de uma mistura de latexes foi utilizada a célula de
acrilico, para permitir o acompanhamento visual do deslocamento
das zonas de latexes. Nas células de acrilico (Figura 2.5), cada
compartimento tem 16 cm3; os compartimentos sio separados por

23,8 cm? de membrana.

Foram construidas células de maltiplo estigio destinadas

a separacdo numa Unica etapa de solugdes e dispersdes em laborato-
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Figura 2.5. Células de didlise construidas com folhas de acrilico,

rios quimicos, bioldgicos e farmacéuticos, em processos indus-
triais ou pesquisas com a finalidade de reduzir custos, tempo e
riscos de contaminagio por consistir o aparelho ou ultrafiltro num
modulo de quatro compartimentos intercalados por membranas semi-
-permeaveis fabricadas com material disponivel no mercado nacional
(Figura 2.6). Foi apresentado o pedido de prioridade desse mddulo
junto ao Instituto Nacional de Prioridade Industrial (74) . O refe-
rido modulo foli utilizado por M.C. Gongalves para o fracionamento

das proteinas de soro bovino (75-76).
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Figura 2.6. Representacdo esquematica de uma célula de ultrafil-

tragdo centrifuga de trés estdgios; as membranas pos-

suem poros mais estreitos da esquerda para a direita.
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2.2.5. Obtencao de gradientes de densidade auto~gerados

por osmocentrifugagdo e ultrafiltracio centrifuga

Gradientes de densidade foram obtidos por osmocentrifu-
gacdo e ultrafiltracio centrifuga utilizando as membranas e célu-

las descritas, respectivamente, nos itens 2.2.2 e 2.2.3.

Na osmocentrifugag¢do, um dos compartimentos & cheio com
a solugdo formadora do gradiente de densidade (Ficoll ou Ficoll-
sacarose), enquantc o outro compartimento confém o solvente, seja
dgua pura ou solu¢do aquosa de sacarose.

Na ultrafiltrag¢do centrifuga, um dos compartimentos é
cheio com a solugdo formadora do gradiente de densidade (Ficoll
ou Ficoll-sacarose), enquanto o outro compartimento fica vazio pa—
ra permitirx a filtracdo do solvente.

ApGs um determinado tempo de centrifugaééo, o conteudo
dos dois compartimentos & retirado, simultaneamente, com o auxilio‘
de uma seringa de vidro. Em seguida, as densidades das aliquotas
sao determinadas, medindo-se o seu indice de refracao.

Solugdes de Ficoll e Ficoll-sacarose foram centrifuga-
das, nas seguintes condigles:

1. solugdo aquosa de partida: Ficoll 8% e sacarose 14%
(m/m) a 1 h, 20°C nas velocidades de rotagio: 1000, 2000 e 3000
rpm {Tabela 2.3 e Pigura 2.7); 2000 rpm, 2 h nas temperaturas 4 e
20°C (Tabela 2.4 e Figura 2.7); 2000 rpm, 20°C nos tempos 1 e 2 h
(Figura 2.7); emcélula depoliéster reforcado;

2. solugdc aquosa de partida: Ficoll 8% (m/m), 3000 rpm,
145 min, 20°C em célula de acrilico (Tabela 2.5 e Figura 2.8), em

célula de acrilico.
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Tabela 2.4. Gradientes.de densidade de Ficoll-sacarose (solucgao
agquosa de partida: Ficoll 8% e sacarose 14% (m/m);
Py = 1,08 g cm"3) obtidos por osmocentrifugagdo e ul-
trafiltragdo centrifuga durante 2 h a 2000 rpm, e tem-
peraturas diferentes,
Densidade (g cm*3)
Osmocentrifugacao Ultrafiltracdo cen-
trifuga
Temperatura
(°c)
Altura
média da 20 4 20
celula (cm)
0,4 1,0570 11,0599
1,2 1,0620 11,0620 11,0690
2,0 1,0670 1,0670 1,0690
2,8 1,0690 11,0675 11,0725 11,0750 11,0750
3,6 11,0725 11,0735 11,0760 11,0795 11,0780 11,0820
4,4 1,0760 1,0760 1,0795 | 1,0820 11,0840 1,0860
5,2 1,0780 11,0780 11,0810 1,0860 11,0870 1,0910
6,0 1,6795 11,0780 11,0820 | 1,0905 1,0890 1,0975
6,8 1,0820 11,0800 11,0860 1| 1,0905 11,0970 11,0975
7,4 1,0860 11,0820 11,0860} 1,0975 11,1000 11,1000




Tabela 2.5. Gradientes de densidade de Ficoll (solugao aquosa de
o = 104 g em™3) obtidos
por osmocentrifugac¢do a 3000 rpm, 20°C e 145 min,

partida: Ficoll 8% (m/m); p

Altura média Dengidade Viscosidade
da(z;%ula (g cm—B) (cP)
0,5 1,0070 1,0089 0,012 0,012
1,0100 1,0110 0,014 0,016
1,6 1,0125 1,0125 8,017 0,017
2,1 1,0160 1,0160 0,020 0,020
2,7 1,0175  1,0175 0,022 0,022
3,2 1,0180 1,0180 0,023 0,023
3,7 1,0200 1,0190 0,026 0,024
4,3 1,0215 1,0200 0,028 0,026
4,8 1,0250 1,0225 0,035 0,030
5,4 1,0290 1,0260 0,042 0,036
5,9 1,0325 1,0290 0,051 0,042
6,4 1,0350 1,0300 0,057 0,046

7,0 1,0360 1,0310 0,060 0,048
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Figura 2.7. Gradientes de densidade de Ficoll obtidos por osmocen-—
trifugacdo (o) e ultrafiltracdo centrifuga (A): densi-
dade de partida 1,08 g em™ 3, Condi¢des de centrifuga-
¢do: (a) 1 h, 20°, (—) 1000 rpm; (-.-) 2000 rpm; (B)

2 h, 2000 rpm (—) 20°C, (-.-) 4°C; (C) 2000 rpm, 20°C,

(—) 1 h, (==} 2 h.
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Figura 2.8. Gradientes de densidade e viscosidade de Ficoll obti-
dos em célula de osmocentrifugacdo a 3000 rpm, 145 h e
20°¢C; solugio aquosa de partida Ficoll 8% {m/m).

2.2.6. Fracionamento de latex de poliestireno em gradi-

ente de densidade de ¥Ficoll

Para testar a possibilidade de fracionar uma mistura de
latexes contendo particulas agregadas e nao agregadas, foram ini-
cialmente preparados os seguintes gradientes de densidade auto~ge=~
rados por osmocentrifugacio a 3000 rpm, 2 h, 20°cC:

(1) solugdo aquosa de partida: Ficoll 8% (m/m) e sacaro-
se 8% (m/m), p, = 1,06 g em™3 s

(i1) solugdo aquosa de partida: Ficoll 8% (m/m) e saca-
rose 2% (n/m), o = 1,04 g em”3;

(1ii) solugdo aquosa de partida: Ficoll 8% (m/m), p_ =

o}
1,02 g cm—3.
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Em seguida uma amostra de 0,4 ml, contendo 0,2 ml de uma
mistura de particulas de latexes monodispersos com didmetros nomi-
nais de 0,305 e 0,460 im e 0,2 ml de uma amostra de latex polidisg~
perso, foi igualmente posta sobre os trés gradientes de densidade
obtidos no item 2.2.2, na prépria célula em que foram gerados e,
em seguida, levados & centrifuga por mais 4 h, 3000 rpm, 20°C.

Os experimentos realizados indicaram o gradiente de
Ficoll a 8% (m/m) em meio aquoso (3000 rpm,l45min 20°C) como o mais

apropriado para esse tipo de fracionamento (Figura 2.9).

A partir desse resultado, gradientes de densidade foram
auto~gerados por osmocentrifugacdo de uma solucio agquosa de Ficoll

8% (m/m) {(densidade de partida 1,024 g/ml) a 3000 rpm, ZOOC, por 14r-

- mine Uma banda de latex de PS (0,2 ml, 2% m/m) foi colocada sobre

uma coluna de gradiente e a cela foi centrifugada por mais 4 h. As
fracGes do conteldoda célula foram tomadas a varias alturas da célu-
la, quando entdo foram medidos os indices de refracdo e a turbi-
dez. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 2.9 e 2.10., A for-
magdo de bandas de latex bem resolvidas & observada na Figura 2,10
em centrifugac¢do com amostras de latex monodisperso ((A) e (B)),
com mistura de latexes monodispersos (C) e com mistura contendo
dois latexes monodispersos e um létex polidisperso (D). Cada curva
apresentada na Figura 2.10 & resultado da média de dois experimen-~
tos. As fotos apresentadas na Figura 2.11, registram: Fotos (B) e
(C), experimentos com amostras de latexes monodispersos; Foto (D),

experimento com amostra de lAtex polidisperso.
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Figura 2.9. Fracionamento de particulas de latex em experimentos

de osmocentrifuga¢do zonal em gradientes de densidade:

(A) Ficocll 8% e sacarose 8% (m/m); (B) Ficoll 8% e sa-
carose 2% (m/m); (C) Ficoll 8% (m/m); todos em meio aquo-
so. Amostra dos experimentos A, B e C: particulas de la-
tex monodisperso (0,305 e 0,460 um) e polidispersc.,

(i) 3000 rpm,

2 h, 20° (obtengdo dos gradientes) e (ii) 3000 rpm,

Condigbes de centrifugacdo:

4 h, 20°C (fracionamento das particulas).
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Centrifugac¢bes a 3000 rpm, 20°¢. Gradientes

foram pré-formados durante 2 horas; zonas

de amostras foram adicionadas e centrifugadas por ou~

tras 4 h.
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Figura 2.11., Fotos da formagaoc e fracionamento de bandas de latex

de PS8 em célula de osmocentrifugacdo. Gradiente de
densidade pré-formado de Ficoll: 1,005 - 1,04 g cm >
obtido apds 2 h de centrifugacio a 3000 rpm e 20°C.

’

Zonas de amostras de latex foram adicionadas e cen-
trifugadas por outras 4 h; didmetros das amostras:

(B} 0,460 um; (C) 0,305 um e (D) 0,109 um (amostra

polidispersa).
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2.2.7. Estabilidade do gradiente de densidade em célula

de osmocentrifugagao

Para determinar mudangas no gradiente de densidade em
cela de osmocentrifugacglo,. foram obtidos gradientes em uma solugdo
de Ficoll 8% (m/m) por centrifugacio durante 2 h, 3000 rpm, 20°C.
Uma mistura de latex de 3 diferentes tamanhos (monodispersos:
0,305 e 0,460 um; polidisperso: 0,109 um) fgi colocada no topo do

gradiente pré~-formado, junto com marcadores de densidade. As cdlulas

foram entdo centrifugadas (3000 rpm, 20°C): os deslocamentos de

ambos, a banda de latex e marcadores de latex, foram sequidos. A
Figura 2.12. mostra um grafico da banda de latex/posicdo do marca=-
dor, como uma funcido do tempo. Algumas conclusdes podem ser tira-
das: até 6 h foram observadas mudancas significatiyas na posicao
dos marcadores; apds esse tempo foram detectadas mudancas muito
pequenas; as bandas de latex se deslocam independentemente, mas as
bandas das particulas maiores se fundem apds 52 h, como é esperado
visto que o eqguilibrio isoplicnico é alcangado; a banda das parti-
culas menores de latex torna-se ténue, ndoc podendo ser seguida
apds aproximadamente 28 h.

Estes resultados mostram que a migracdo das bandas de
latex ocorre em um movimento descendente; a densidade do meio muda
nas primeiras horas e, posteriormente, a densidade do meio fica
inalterada. Cada curva da Figura 2.12 representa uma média de dois

experimentos.
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Figura 2.12. Deslocamento da zona de P3 e dos marcadores de den-
sidadeem célula deosmocentrifugacido, em fung¢ao do
tempo. 3000 rpm, 20°C. DiAmetros das particulas de
PS: (m 0,460 um; (@) 0,350 um; (&) 0,109 um. Densi-
dade dos marcadores (1} 1,002; (®) 0,1008 e (@)
1,010 g cm™>. ”

2.2.8. Velocidade de migracio da banda de latex em osmo-

centrifugagdo e em centrifugacio normal

0 gradiente de densidade de Ficoll foi pré~formado por
centrifugagdo de uma solugfo de Ficoll a 8% (m/m) e sacarose 4%
(m/m) (6,5 cm de altura)em uma célula de dislise., 0 gradiente foi
entdo transferido para um tubo de vidro (altura de 6,1 cm) e 0,2
ml de latex 0,2% (mistura de particulas com didmetros 0,305 e
0,460 um) foi posto no gradiente. O tubo de vidro foi entdo cen-
trifugado a 3000 rpm e 20°C e a posicdo das bandas foi medida em

fungdo do tempo. Um outro experimento paralelo foi realizado do

mesmo modo mas com a seguinte diferenga: o latex de PS foi coloca-
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do sobre o gradiente dentro da célula de didlise e, novamente cen-
trifugado. Os resultados (Figura 2.13) mostram que o equilibrio
isopicnico & alcangado a cerca de 90 hna célula de osmocentrifuga-
¢ao; contudo, no tubo de vidro as zonas de latex continuam se des-—
locando mesmo apds 140 h, demonstrando nio ter ainda alcancado o
equilibrio. A densidade do latex foi determinada no experimento
isopicnico. 0 valor obtido, 1,048 g cmm3, concoxrda com dados da
literatura (62). Estes experimentos provam que o movimento da zo-
na em osmocentrifugagio & mais rdpido que em centrifugacdo normal.
As curvas da Figura 2.13 representam uma média de dois experimen-
tos.

NOos j& citamos que o equilibrio deo gradiente de densida-
de & alcangado apds poucas horas de osmocentrifugagio. Consequen-
temente, o deslocamento mais rapido da zonana célula de osmocentri=-
fugacao nao pode ser explicado somente pelo deslocamento descen-
dente do movimento do liguido. Nos propomos que correntes locails
de liquide, osmbtica e osmbética-reversa, sio formadas acimd e
abaixo da zona, puxando-a para balxo e tornando o movimento da zo-
na mais rapido que seria o movimento das particulas independentes.

Veja Figura 2.14.
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ténue. O quadro inserido mostra o gradiente de den-

sidade de Ficoll 8% (m/m), 3000 rpm, 4 h, 20°C.
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ZONA DE LATEX NIVEL DO LIQUIDO

e S ——
t=20 t= 20h
a b

Figura 2.14. Mecanismo proposto para a migracdo rapida de uma zona
em osmocentrifugacao. Ha uma corrente osmOtica na
parte superior da zona e uma corrente osmOtica-rever-
sa na parte inferior. O resultado & o movimento da

zona de latex, mais rapido do que o observado em um
tubo de centrifugacgao.
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2.3. Discussio

A metodologia aqui estabelecida, Osmocentrifugacao zonal
e centrifugagao zonal (usando gradientes de Ficoll auto-gerados
por osmocentrifugacao), mostrou que o fracionamento por tamanho é
factivel em escala analitica e preparativa. Isto pode permitir que
fragdes praticamente monodispersas sejam obtidas de material poli-
disperso em guantidades da ordem de algumas gramas. Usando grandes

frascos (6 x 1 1) em experimentos de centrifugagao zonal, pode-se

estimar que amostras de latex contendo até 2,4 g de polimero pos~
sam ser fracionadas em uma Gnica centrifugacio (20 ml de uma dig-
persdo 2% (m/m) pode ser usada em cada frasco de 1 litro), a cusﬁo
muito inferior ao do fracionamento em uma ultracentrifuga (13).

Além disso, nds podemos obter das zonas de latex fracio=-
nadas, material suficiente para trabalhos posteriores. Isto ndo
pode ser conseguido em ultracentrifuga analitica (13,20~-21).

Em relagdo aos nossos resultados de fracionamento de 1l&-
texes poliméricos jd publicados (Winkler~H., A.A. et al., 1987
(77 : Costa, M.C.P. et al., 1987 (78); Costa, M.C.P. et al., 1988
(79)) pode-se dizer que a técnica de fracionamento de latexes po=-
liméricos agora disponivel, possul as seguintes propriedades: alta
resolugdo, capacidade de fracionar por tamanho, capacidade de fra-
cionar grandes amostras e rapidez nos resultados,

NOos consideramos importante o fato de que a velocidade
de migragaonas células deosmocentrifugacgido & muito mais rapida, do
que em tubo de centrifugagdo. Isto pode ser explicado por conside-

rar que o deslocamento das zonas introduz um distiirbio no poten-

cial quimico do solvente, mesmo quando o gradiente formado alcanca

BRICAMP
HIBLIOTECA CENTRAL




64

0 estado de equilibrio. Uma corrente osmbtica do solvente pode
aparecer no topo da banda e uma corrente reversa pode ocorrer na
parte inferior da banda; como resultado a velocidade da banda pos-
sui dois componentes: um, devido ao movimento das particulas com
relacdo ao liquido dentro da zona; outro, que corresponde ao mo-
vimento do proprio liquido da zona, arrastado pela corrente de
massa osmOtica direta e reversa. Este Ultimo ponto serd retoma-

do na discussdo dos resultados do capitulo 5.
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3. ESTUDOS DE AGREGACAO E DETERMINACAO DO TAMANHO DE PARTICULAS

DE Pg

3.1. Introdugdo: Agregacdo de Particulas de Latex de PS

A agregacdo de particulas para formar novas estruturas &
a etapa mais importante de diversos processos em quimica, biologia
e fisica. Exemplos incluem: reages de polimeros organicos, rea-

¢Bes antigeno-anticorpo, processos de coagulagdo em coldides e

aerossois, transi¢les de fase em sistemas de spins magnéticos de-
sordenados e processos de percolagfo em figica estatistica.

Muitos progresos tém sido alecancados no conhecimento
teorico de tais processos através da. equacao de coagqulacdo de
Smoluchwsky (80) e através de simulacdes por computador (81). In-
felizmente, muitas das previsdes dessas teorias relativas a "por-
que” Ocorre a agregacgao, sdo dificeis de testar devido a problemas
de ordem experimental que ocorrem ac se tentar elucidar "como" se
formam os agregados.

Para o estudo completo dos fendmenos de agregagdoc & fun-
damental responder aos dois pontos: porque e como se formam os
agregados. Experimentalmente é necessario dispor de métodos que
permitam resolver dois problemas fundamentais:

1) separar os agregados sem modificar as suas estrutu-
ras; quantificar as concentracdes de agregados em funcio do tempo;

ii) conhecer as estruturas dos agregados.

Isto pode levar ao conhecimento quantitativo de todas as

reagdes envolvidas no processo de agregacgao.

Recentemente, muitos grupos estio se capacitando para
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medir a distribui¢ac de tamanhos de agregados durante a agregagéo
de particulas de dimensdes coloidais (11,14-19,82). A seguir sera
feito um breve relato do trabalho desses grupos.

M.S5. Bowen, M.L. Broide e R.J. Cohen, 1985e 1987 {(16-17) :
no trabalho destes autores a amostra a ser analisada & injetada em
uma cela de fluxo laminar na qual os agregados sdo focalizados hi-
drodinamicamente, formando uma fila {nica diante de um feixe de
raio laser. Quando cada agregado atravessa o feixe, produz um pul-
so de luz espalhada, cuja intensidade é relacionada com © tamanho
do agregado. As esferas de PS usadas nesse estudo tém o didmetro
nominal de 0,516 um, a inducdo de coagulagao das particulas foli
feita com [NaCl] = 0,5 M e a concentracgdo inicial das esferas foi
de 1,1 x 108 por cm?®. Foram usadas células devarios didmetros (10-
50 um) para diferentes estdgios de agregacdo, desde pequenos até
grandes diametros. Nessas condig¢des os autores ja conseguiram re-
solver 12 tipos de agregados sem se reportarem, contudo, & sua
forma. E, embora nenhum precipitado macroscdpico seja visivel nas
amostras, os autores relacionam a ocorréncia de longos pulsos and-
malos a presencga de grandes agregados com raio proximo de 20 vezes
ao do monomero, formados em longos tempos de agregacgdo. Para o fu-
turo eles propdem usar uma concentragio de NaCl, inferior & con-
centragdo critica de coagulacdo (0,5 M), para criar um processo
onde a agregacac seja melhor controlada.

P.G. Cummins, E.J. Staples, L.G. Thompson, A.L. Smith e
L. Pope, 1983 (15) usaram um procedimento experimental similar ao
do relato anterior. Os autores mencionam que o intervalo da inten-

sidade de pulsos, mesmo para uma amostra de baixa polidispersidade

€ pequeno grau de agregacdo, pode exceder a faixa dinamica do fo-
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tomultiplicador. Por isso, particulas nio agregadas foram detecta-~
das por espalhamento e particulas agregadas por fluorescéncia, que
tém a vantagem de ampliar a faixa dinamica do espalhamento. Contu-
do, essa solucdo naoc resolve problemas relacionados com a morfolo-
gia e orientacio dos agregados. Foi observado que a largura dos
picos associados a dimeros, trimeros e n-meros aumenta monotona-
mente e pode causar superposicdo de sinais individuais. As parti-
culas usadas nos experimentos de agregacao possuem o diametro no-

minal de 0,88 um e dispersio de 10% no tamanho; a concentragio foi

acima de 10° particulas por cm?® e o eletrélito usado foi La (NO
2

3)3
a uma concentracao de 10 ¢ mol dmuB, para permitir uma rapida
agregacao.

G.K. von Schulthess e G.B. Benedek, 1983 (82). Foi usado
um "nanopar resistive pulse analyser", andlogo aos "coulter
counters", para investigar a evolugao temporal da distribuicao de
tamanhos de agregados anticorpo-antigeno, nos quais os anticorpos
sdo ligados a esferas de poliestireno de 0,235 ym de didmetro. O
método consiste de dois compartimentos separados por um filme de
policarbonato de 8 um de espessura que contém um Gnico orificio
com didmetro de aproximadamente 2 um. Uma pressdo equivalente a
uma coluna de 10 cm de HZO produz um fluxo de particulas através
desse orificio. Uma fonte constante de corrente produz uma dife-
renca de potencial de cerca de 1,8 V através do poro. Por acumula-
¢do do nimero de pulsos & possivel obter um histograma da distri-
buicao de tamanhos.

H. Gedan, H. Lichtenfeld and H. Sonntag, 1982 (14). Foi

investigada uma réapida coagulagio de particulas latex de PS de

diametro 0,25 um em KNO3 0,3 mol/l. Foi medido o ntmero de single-
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tes, dubletes e tripletes com um fotdmetro de espalhamento de par-
ticulas individuais.

R.M., Cornell, J.W. Goodwinn, R. Buscall, Th. F. Tadros,
P.A. Reynolds, G.C. Jeffrey e R.H. Ottewill (1979, 1982, 1987,
1988) (11,18-19,83). Em 1979 (18) foi publicado um estudo de pro-
cessos de agregagdo com particulas de latex de PS de didmetro de
2 um, na presenga de NaCl com concentragao na faixa de 5 x 10”5 -

1 3

3 x 1077 mol dm~

- Os estudos pretendem verificar: (i) a percen-
tagem de singletes, como uma fun¢io do nimero total de particulas,
a um determinado tempo e concentragdo de eletrolito; (ii) conhe-
cer os tipos de agregados formados e a disposic¢do das particulas
dentro dos agregados; {(iii) determinar a presenc¢a de movimentos de
particulas dentro dos agregados e (iv) a dissociagao de agregados
previamente formados. Foram encontrados agregados gue em sua gran-
de maioria contém menos que 5 particulas por unidade. Os dubletes
se formam a partir dos primeiros minutos, apds a adicio de NaCl,
enquanto os tripletes e quadrupletes se formam ap6s 20 minutos.
Foram também realizados estudos de agregacido reversivel em tempos
curtos, com intervaleo da ordem de minutos gue se prolongaram até
400 minutos. Os estudos de mobilidade de particulas dentro dos
agregados indicaram que: (i) particulas tipo singletes migram den-
tro do agregado; (ii) dubletes rodam dentro do agregado indepen-
dente um do outro; (iii) agregados se transformam em cadeia e vi-
ce-versa; (iv) dubletes foram observados se dissociarem e moverem-—
-ge dentro do agregado; (v) muitos agregados apresentaram movimen-—
to em forma de angulo. As amostras tinham a concentracao de 108*
10° particulas.cm_3. O método utilizado foi microscopia dindmica

com aumento da ordem de 200-640 vezes, acopladoc a uma cimara cine-—
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matografica de alta velocidade. Em 1982 (83), em um trabalho sobre
velocidade de sedimentacdo de dispersdes de litex de PS, contendo
particulas de raio = 1,55 pm, em solucles de eletrdlito e em solu~
¢Oes poliméricas de reduzido cisalhamento, é mencionado que ocorre

um aumento na velocidade de sedimentacfo guando a concentracgdo de

NaCl & 3 x 10”2 mol am”~>

. Nesta regido sdo formados predominante-
mente dubletes e tripletes. Um aumento na concentragao de NaCl
proximo a 0,1 mol dm™3 conduz a formacdo de fléculos grandes e ex~
plica a discontinuidade dos dados nessa regiéb. Em 1987 (19), foi
publicado um estudo de agrega¢do com particulas de didmetro =

3,47 ym. Foi encontrado que na concentragio critica de floculacio
(0,33 mol dm—B) ou abaixo desta existe uma distribuicio estreita
de tamanho. Acima desta a coagulagdo € mais rapida. Os estudos fo-
ram feitos por observacdc direta usando um microscdpio. Foi possi-
vel distinguir diretamente o tamanho e o nimero de agregados. Em
1988 (11), foi publicado um trabalho que relata a agregacgao de
particulas de latex, com didmetro variando de 210 a 1821 nm e,
também, analisada a eficiéncia da didlise como um mecanismo para
inverter o processo de agregacio., O estudo fol monitorado por me-
didas de turbidez. Foram usados como eletrdlitos NaCl (0,10 - 0,19
mol dm_B) e Mgso, (0,016 - 0,043 mol dm“3). Os resultados mostra-
ram que para particulas 0,21 a 0,34 um ocorre agregacio irreversi-
vel a concentragdo de NacCl de 0,13 mol dm_3. Para particulas de
0,78 = 1 um foi obtida agregacldo reversivel, mesmo a concentra-

¢cOes maiores que 0,4 mol dm"3 de NaCl. Os resultados para Mg804

foram contraditorios.
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3.1.1. Tipos de agregacio

A teoria da estabilidade coloidal de particulas hidrofo-
bicas, como formulada por Derjaguin e Landau (84) e Verwey e
Overbeek (85) indica, com base na curva da energia potencial de
interag¢do (Figura 3.1) que dois diferentes tipos de agregagdo de
particulas podem ser previstos. Quando a agregacio ocorre no mini-
mo primdrio, as superficies das particulas estdo bem prdéximas

ds1-2 R; este processo é conhecido por coagulagdo. No caso de

associagdo no minimo secundario, um filme liquido & retido entre
as particulas e o minimo de energia (com a distancia) & muito me-
nos acentuado que na coagulagdo; este processo & chamado de flocu-
lagao (11). O tipo de agregagdo que ocorre em uma dada situacdo,
depende entre outros fatores do tamanho da particula e da concen-
tragdo do eletrdlito. No caso da floculagdo & possivel redispersar
as particulas pela remocio de eletrélito do sistema ou aplicando
pequenas quantidades de energia mecanica. Por ocutro lado, no caso
da coagulacido, como consequéncia do minimo de energia muito acen-
tuado, uma redispersdo nio ocorrers pela simples diminuicido da
concentragdo de eletrdlito. A floculagdo ocorre a concentracoes de
eletrdlito abaixo da concentracao critica de coagulacdo (cec), is-
to e, abaixo da concentragao na qual a energia de repulgio entre

as particulas se torna bequena, se comparada a kT.

3.1.2. Determinacio experimental da ccc

O termo ccc é usado para descrevereiconcentragéo de ele-

trolitoe que causa agregagao por coagulacio. Em recente trabalho,
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KT | Mdximo
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Secunddrio

Minimo
Primdrio

Figura 3.1. Ilustracio esquematica de uma curva de Vt/kT versus H
para ilustrar os principais aspectos usados na discug-
sdo da estabilidade coloidal. Avf = barreira de ener-
gia para a coagulacio: Avb = barreira de energia para

peptizacgao; V, = altura do maximo primario; Vv = pro-

SM
fundidade do minimo secundario.

Ottewill refere-se a um outro termo, cac (concentracio critica de
agregacao), gue € a concentracfo na qual se observa agregacdo, se-
ja por floculagdo ou coagulagao (11).

Do ponto de vista experimental, nfo had nenhuma ddavida
que a ccc @ uma quantidade muito importante a ser conhecida para

um latex polimérico, visto que ela representa a concentracio de

eletrolito na qual ocorre perda de estabilidade. Experimentalmen~
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te, a ccc pode ser obtida por uma variedade de métodos entre os
quais o espalhamento de luz e a contagem de particulas. O método
mais simples & possivelmente a observagdo visual de tubos de en-
saic contendo a mesma concentracdao de latex e diferentes concen-
tracdes de eletrdlito. Goodwin (19) descreve a determinacio expe-
rimental da cce para particulas cujo diametro nominal & 3,47 um,
detalhada a seguir. A concentracgdo critica de coagulacio foi de-
terminada pipetando um determinado volume de uma dispersio conhe-
cida de latex em cada um dos tubos de uma batéria de tubos de en-

saio, e em cada um deles foi adicionada uma solugdo conhecida de

sal. A faixa de concentragdo do eletrélito foi escolhida, sendo
suficientemente larga para incluir o valor tipico de ccc para ele-
trolitos monovalentes simétricos, isto &, 3 x 10_1 mol/litro. As
dispersbes foram agitadas €, em seguida, deixadas repousar por 2 h,
sendo entdo novamente agitadas. O volume do sedimento foi medido
apos um dia. O volume de sedimentacdo foi considerado ser indica-
tivo da ocorréncia de coagulagao desde gue, em uma coagulagio ra-
pida, as particulas formswm uma rede cujo volume & menor que o do
conjunto das particulas individuais que sedimentam em uma solucio
mais diluida de eletrdlito. O aumento do volume de sedimentacio
com © aumento da concentragio de eletrdlito & mostrado na Figura
3.2. A ccc encontrada foi 0,33 mol dm'3 de NaCl, como sendo a me-
nor concentragdo na qual o volume de sedimentacdo maximo é obtido.
Este experimento somente pode ser executado com altas concentra-
¢oes de particulas de latex, da ordem de 4 x 109 cm"3. Os valores
da ccc podem variar com o tamanho da particula, tipo e densidade
de grupos superficiais, da particula, presenca ou auséncia de ma-

teriais estabilizantes, como surfactantes, e o tipo de eletrdlito.

r
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Figura 3.2. Volume de sedimentacio das particulas de latex de PS
versus log concentracio de eletrolito (Nacl) para de-

terminar a ccc. Concentracdo do namero de particulas

4 x 107 em™? (Ref. 19).

3.1.3. Estabilidade coleoidal

A teoria da estabilidade coloidal DLVO {84-85) trata das
variacSes de energia que ocorrem quando as particulas se aproximam
umas das outras em um sistema coloidal. A teoria envolve estimati-
vas de energia de atracio {(forgas de London-van der Waals) e da
energia de repulsfo, ambas em fun¢do da distincia interparticula.
Na deducio da expressdo geral admite-se que a energia potencial
repulsiva, VR’ e a energia potencial atrativa, VA’ sdo aditivas e
produzem a energia potencial total. Derjaguin (84) obteve uma so-
lugdo aproximada para a energia potencial repulsiva resultante da
superposicdo das partes difusas de duplas camadas elétricas exis-

tentes em torno de duas particulas esféricas idénticas, Figura 3.3,

cada uma delas de raio &, e sendo H a distl@ncia mais curta entre
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Figura 3.3. Interacido entre duas particulas esféricas, de raio a,
do material 1 em um meio liquido 2;1/x = parmetro da

dupla camada; H = separagdo interfacial.

as duas esferas, tal que ka >10

anz

v, = S In [1 + exp (-«H)] [3.1]
2

onde WS e o potencial na superficie de uma particula e « & o in-
verso do comprimento de Debye-Hiickel. Para valores de ka < 3 e va-
lores intermediarios de 10 < ka < 3, outras solugdes para a egua-
¢do 3.1 sd3o disponiveis na literatura (71) . Uma solugdo aproximada

para a energia potencial atrativa é encontrada em (19):

VA - ~-ha [2,45 _ 2,17 5 + 0,59 3} [3.2]
H 60 p 180 p 420 p
onde
p = 21H [3.3]
A

nessa equagao A é tomado como 100 nm e A é a constante combinada

de Hamaker. Esse tratamento admite que é razoavel igualar o poten-

cial zeta, £, com o potencial de superficie WS e gue a constante



de Hamaker para particulas grandes de PS em dgua & da ordem de

~-21

6 x 10 J. Diante disso, & possivel calcular o potencial de in-

teracgio do par de particulas.
3.1.4. Agregacdo no minimo primdrio: Coagulacio

A cinética de um processo de agregacgao possui dois fato-
res determinantes: a velocidade na qual as particulas colidem e a
interacdo durante a colisdo. A velocidade de colisao pode se dar
em condigOes pericinéticas ou ortocinéticas. Em condigbes perici-
néticas o movimento das particulas dentro de uma dispersdao coloi-
dal @ originado pelo movimento Browniano translacional e rotacio~
nal. Em condigOes ortocinéticas o movimento das particulas & cau-
sado pelos fluxos no meio fluido.

Smoluchowski (86) considerou o caso de nenhuma repulsao
entre as particulas em colisdo, em condicdes pericinéticas. Isto
€, na regifo acima da ccc e portanto em regime de coagulagdo rapi-
da. Se um par de particulas esféricas de raio a tem um minimo de
energia potencial a uma distincia matua, entre suas superficies,

da, entdao as duas particulas, cujos centros estejam separados por
2(a + 8a) = R [3.4]

ou menos, coagulardo irreversivelmente. Para particulas grandes

uma primeira aproximacdo é considerar R = 2a. O nimero de colisfes
por unidade de tempo é obtido pela solucdo de equagdes de difusio
que consideram o fluxo de particulas através de uma esfera de raio

a + da. Se no @ a concentracio de particulas monodispersas e D0 o}
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coeficiente de difus3o na primeira e segunda leis de difusio de

Fick, a velocidade de colisdo, J, & dada por

J = BHRDOnO [3.5]

A velocidade inicial do desaparecimento de particulas individuaisg

(ou singletes) com o tempo & dada por

dnS 2 :
) pz;:)t*a = 8WRD D, (3.6]

onde ng € a concentragio de particulas individuais e n =n_ para
t=0.

No caso onde as interagBes entre as diversas particulas
sdo importantes, a velocidade total de coagulacio Tpr é dada pela

expressio
T e 20 [3.7]
Esta expressdo é obtida considerando-se que a velocidade de coagu-

lagdo difere da velocidade de colisdo por uma razio de estabilida--

de, W, representada por

= * exp (V/KT)
W 2a éa rz dr

{3.8]

onde V & a energia potencial de interacdo e kT & & energia térmi-
ca. Na auséncia de uma barreira de energia, isto &, fazendo V = g,
€ encontrado que W = 1 e obtém-se a equacgdo para coagulagao rapida.

Na presenga de uma barreira de energia V torna-se positivo e W fica



maior gue a unidade e, claramente, nestas condig¢bes a velocidade
de coagulagao é atenuada; ocorre entao uma coagulagao lenta. Na

pratica, a concentragdes intermediarias de eletrolito e poten-

i

ciais de grandeza média, (IWSI 50 mV), W pode atingir valores da
ordem de 107 de forma tal gue a coagulacdo é imperceptivel em uma
escala razoavel de tempo. Esga aproximac¢do enfatiza a natureza ci-
nética da estabilidade das dispersodes coloidais. Desse modo, a ra-

zdo de estabilidade W &€ a razdo entre uma coagulagdo rapida e uma

coagulagao lenta. A velocidade inicial de desaparecimento de sin~-
gletes, nesse contexto, & dada por
dn 81TRD n2
S o o

(- —5) = [3.9]
dt W

3.1.5. Agregagado no minimo secundario: Floculacao

Segundo a literatura (71} o processo de floculagdo nao
é muito pronunciado para particulas pequenas, mas torna-se mais
caracteristico e acentuado quando aumenta o tamanho das particulas
e, particularmente, guando aumenta a concentragao de eletrdlito.

Esta tendéncia & mostrada na Figura 3.4. Dentro da faixa de con-

2 3

centracio de eletrdlito 1:1 ali indicada (5 x 10°° - 0,4 mol dm ),
uma vez a particula de raio = 1,62 um penetre no minimo secundario
ela tera um longo tempo de residéncia e permanecera separada da se-
gunda particula por distancias da ordem de 6 - 10 nm. Contudo, ali
permanece um substancial ma&ximo de energia potencial, a ser supe-
rado antes das particulas entrarem no minimo primario.

A floculacgdo de particulas no minimo secundario pode ser

tratada de modo similar a coagulagdc no minimo primario. No minimo
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Figura 3.4. V./kT versus H para particulas esféricas de raio 1,62

um a varias concentrac¢bes de um eletrdlito 1:1. ——

0,05 mol dm™°; ~e=, 0,15 mol dm™=; veve, 0,3 mol dm™>;

r

r

=, 0,4 mol dmuB Ref. (71}).

secundario, a distd@ncia entre og centros de duas particulas & dada

por

=
H

Za + Hs [3.10]
min

onde H_ € a distdncia entre as superficies das particulas. De-
min

vido ao fato do minimo secundirio ser pouco profundo, relativamen-

te kT, € claro que as particulas possuenm energia suficiente para

escapar do estado de floculagdo. Se E & a fracio do total de par-
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ticulas no minimo secundario, entdo a velocidade de agregagio en-

tre as particulas é dada por

2

dn B7RD n'E
=)L, m [3.11]
dt W

Admitindo-se uma distribuicdo de Boltzman de energilias,

(exp(vs /kT)) para aquelas particulas que possuem energia sufi-
min
ciente para escapar do minimo secundario e, portanto

E =1 - exp (VS /kT) [3.12]
min
a razdo de estabilidade no minimo secundario, WS , €& dada por:
min
R &? exp éV/RT) ar
W = 3
®mnin [1 - exp(VS /K1) ] [3.13]

min
Desde que V & negativo para todos os valores de r maiores que R, o
numerador & menor gue a unidade, consequentemente, a estabilidade
com relagdo a floculagdo surge quando o denominador & pequeno. Em

muitos casos uma aproximacio pode ser dada por

W, = 1 [3.14]
min 1 + exp (VS /kT)

min

A metodologia estabelecida no capitulo 2 & aqui utilizada

nos seguintes estudos:
(a} indugio de agregagio em particulas de PS;
(b) fracionamento de particulas agregadas de PS;

(c) caracterizacgdo dos agregados.
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3.2. Parte Experimental e Resultados

3.2.1. Materiais e Equipamentos

Materiais:

Ficoll, Pharmacia Fine Chemicals (Lot N2 MA 01428, Code
Ne 17-0400-01).

Latex de poliestireno, Sigma, nos diametros: 0,109;
0,305 e 0,460 um.

Acetato de celulose, Carlo Erba (53% de acido acético
combinado) .

Acido acético glacial, Mallinckrodt e Quimis.

Acetona PA-ACS Carlo Erba.

Equipamentos:

Cetrifuga refrigerada, de cagapas basculantes, RC-3B

sorvall Instruments.

Bomba peristaltica com controle de velocidade, Buchler
Instruments serial No. 42561.

Densimetro PAAR-DMA 60/602.

Refratémetro Abbe Bausch & Lomb.

Viscosimetro de Ostwald.

Céluladefluxo Thomas: 8495-L10; 0,25 ml; 10 mm de cami~
nho otico.

Espectrofotdmetro UV-visivel Micronal B 382.

Registrador, Instrumentos Cientificos CG Ltda.
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Microscépio eletrdnico de varredura Jeol JSEM-P15, ope-

rando entre 15 e 25 kv.

3.2.2. Tipos de Experimentos

Os experimentos de fracionamento e caracterizagdo de
misturas de latexes, contendo particulas agregadas e ndo agrega-
das, sdo de dois tipos: procedimento A - centrifugacdo zonal; pro-
cedimento B ~ osmocentrifugacdo zonal. Ambos os procedimentos sao

explicados no diagrama abaixo:

1a Etapa:

Preparar a membrana (M)
¥

Montar a celula (C).
¥

Encher um dos compartimentosda célulacom meio homogéneo

M e o outro com solvente, simultaneamente
¥

Obter o gradiente de densidade

(meio M, temperatura T, velocidade Wy tempo tl)
4

Retirar aliquotas de 1 ml do gradiente e do solvente si-
multaneamente (17 aliquotas)

Medir a densidade (p) e a viscosidade (n) de cada ali-
quota
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22 Etapa:

Obter o gradiente de densidade, seqgundo as condicdes de~-
finidas na la etapa

(membrana M,célula C,meio M, temperatura T, velocidade
Wy, tempo tl)

Procedimento A Procedimento B

Retirar o solvente (T}

¥
Transferir o gradiente

para tubo (T)

¥
¥
Medir a altura da Medir a altura da
coluna do liquido coluna do liguido
{(gradiente), ho, {gradiente), ho'
no tubo na ceélula cC.
o4
POr a amostra (zona) no topo do gradiente (T)
4

Acompanhar a migrac3o da zona

(1, wyr tor tay eti:)

Fracionamento da amostra
Retirar aliquotas do Medidas de densidade
sistema para analises Gtica em fluxo

posteriores (T) de
pr b, D, etc.

3.2.3. Estabilidade dos Gradientes de Densidade de Ficoll

Gradientes de densidade auto-gerados de Ficoll foram
preparados por osmocentrifugacio de solu¢bes aquosas de Ficoll 8%
(m/m) . Os gradientes foram transferidos para tubos de vidro. Um

gradiente tipico assim obtido & apresentado na Figura 3.5.

L3
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Figura 3.5. Gradientes de densidade de Ficoll gerado por osmocen-
trifugacdo. Solugdo de partida: solugdo aquosa de
Ficoll 8% (m/m); condigdes de osmocentrifugacgdo: 2 h
20 min, 3000 rpm. (0O) densidade da fragdo no momento
de transferir para o tubo de centrifugacfo; (@) den-
sidade apés 16 h 14 min de centrifugagdo no tubo.

Para avaliar a estabilidade do ' gradiente de densidade
em experimentos conduzidos por centrifugagdo zonal, determinacdes
de densidade foram feitas em aliquotas tomadas a varias alturas
dos tubos, apés longos tempos de centrifugac3o. Os resultados sio
apresentados na Figura 3.5 e mostram que os gradientes ndo sofrem

maiores mudangas, sobre estas condicfes. Deve ser observado que
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gradientes de densidade suficientemente estaveis, os quais sio
cruciais para os experimentos descritos neste capitulo, nio seriam
obtidos se outros materiais formadores de gradiente de densidade de
baixo peso molecular fossem usados, devido a seus altos coeficientes
de difusao e baixa viscosidade.

O gradiente apresentado na Figura 3.5 & uma média de trés
experimentos.

3.2.4, MAgregagao e determinacéo do tamanho de particulas

de latex,.

Para eliminar a agregacdo das particulas de litex PS,
partiu-se dos resultados obtidos no capitulo 2 que mostram a possi-
bilidade de fracionamento em e@scala preparativa, por tamanho, de a-
mostras de latex polidisperso. Foram utilizadas duas amostras de
latex polidisperso obtidas por coagulagao de litexes monodispersos.
Uma das amostras foi o sobrenadante de um litex com difmetro nominal
de 0,109 ym, o qual coagulou acidentalmente em seu frasco ;original
(denominada amostra I). Esse tipo de acidente pode ocorrer por manu-
seio inadequado, mudanca brusca de temperatura, acondicionamento
incorreto, etc.

A outra amostra foi um litex de 0,460 ym, coagulado pela
adigao de varias concentragoes de eletrdlito (chamada amostra II).

3.2.4.1. Amostra I

Gradientes de Ficoll foram gerados por osmocentrifugagao
(145 min, 3000 rpm, 200C) e transferidos para dois tubos de vidro
(A e B) com uma bomba peristiltica. O tubo A contém o gradiente
de menor densidade (1,003~1,020 g cn™) o o tubo B o de maior den-
sidade (1,020-1,040 g cm—3).

Medidas de densidade antes e depois da transferéncia

mostraram que os gradientes sio praticamente inalterados.
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Nos tubos A e B foi colocada sobre a coluna do gradiente uma mistura
da amostra do litex polidisperso (amostra I) e uma amostra monodis~
persa. O tubo A foi entdo centrifugado por 20 h, 3000 rpm, 20°C e o
tubo B por 130 horas, nas mesmas condigbes. Apds esse tempo, muitas
bandas foram visualmente observadas, como é& mostrado nas Figuras
3.6 e 3.7, A posigdo das bandas de litex foi medida com uma régua,
a determinados tempos de centrifugacgao.

No final do experimento, o conteiido do tubo foi retirado,
em aliquotas. Foram determinadas a densidade,‘a viscosidade e a
turbidez de cada aliquota. Usando estes dados e as equagles 1.25
e 1.26, os rais das particulas foram calculados a partir dos coefi-
cientes de sedimentacio.

Os resultados assim obtidos estdo reunidos na Tabela 3.1,
Eles mostram uma precisdoc de 4~7% na determinacdo do tamanho das

particulas,

Figura 3.6. Bandas formadas por centrifugacdo do sobrenadante de
um latex coagulado, em um gradiente de densidade.

(Tubo A: 3000 rpm, 209 C, 20 h).
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: diametre das particulas de PS (H) 0,460 e {%}
0,109 um (amostra polidispersa).




87

TABELA 3.1. Calculo dos didmetros das particulas de litex a partir

dos coeficientes de sedimentac¢do. Dados referentes a

Figura 3.6.

Didmetro Diametro Nimero Coeficiente Massa de particula na zona i

nominal da esfera da de sedimen- Massa da particula nominal
{pm) equivalen zona tagado ( s )
te
0,305 0,284 1 2550
0,109 0,105 1 350
0,138 2 600 r
0,161 3 820 '
0,172 4 940 4,4
0,191 5 1160 6,0
0,201 6 1280
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3.2.4.2. Amostra IT

14 Etapa: Indugdo de Agregacao

Foram realizados experimentos de inducgdo de agregagao,
em condigbes analogas as usadas nos trabalhos de Ottewill (18)
sobre coagulacdo de latexes de PS; foram utilizadas as seguintes
concentracdes de NaCl: 5 x 10_5, 3 x 10“3, 6 x 107 e 3 x 1071 M.

Esse intervalo de concentragdo de eletrdlito incluili a concentracgio

critica de coagulagdo (ccc) do latex, que é 1 x 1071 M.

2@ Etapa: Centrifugacdo em Gradiente de Densidade

Foram preparadas disperstes do latex de diametro de
0,460 nm, contendo 0,4% (m/m) de PS e as seguintes concentragdes
de NaCl: 5 x 10"5, 3 % 10_3' 6 x 10'“2 e 3 x 10—1 molL—l. Estas
dispersfes foram deixadas sedimentar por varios tempos, a4 tempera-
tura ambiente. Uma aliquota de 200 ul de cada dispersdo fol posta
no topo de um gradiente de densidade de Ficoll gerado por osmo-
centrifugagdo (concentracdo inieial, 8% (m/m); 2 h, 3000 rpm,
20°C) e centrifugada a 3000 rpm, 20°¢C.

Os resultados destes experimentos estdo na Tabela 3.2.
Algumas observacOes sao feitas a partir desses dados:

(i) o numero de bandas aumenta com a concentragao de
NaCl e o tempo de coagulacdo;

(ii) as massas relativas das particulas, em cada banda,

mostram um consideravel desvio de numeros inteiros; estes desvios

sdo maiores gue aqueles encontrados na Tabela 3.1.
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Tabela 3.2, Massa relativa dos componentes em zonas visiveis ob-

tidos por centrifugacdo zonal de litex de PS 0,460 um

misturado com NaCl.

[NaCl] Tempo de Nimero Coeficiente de Massa da particula
mol. 11 c?iﬁgiagao zgia sediTg?tacao na zona i .
Massa da particula
nominal
- - 1 5048 1,0
5x107° 1122 1 4072 0,7
3x1073 1142 1 4517 0,9
2 6424 1,4
6x107% 1162 | 6190 1,4
2 7336 1.8
3 9621 2,6
3x107 500 C 1 2036 0,7
2 6426 1,4
3 8560 2,2
4 89794 2,1
5x107°  8640° 1 5315 1,1
2 6815 1,6
3 7398 1,8
3x1073  gg40C 1 4998 1,0
2 6130 1,3
3 6590 1,8
6x107%  8640° 1 4875 1,0
2 7398 i,8
3 8307 2,1
4 8946 2,4
5 9594 2,6

r

a Gradiente de densidade:
A esta concentracao de
50 min, uma zona Gnica
fundo do tubo.

® Gradiente de densidade:

1,008-,1030 g cm >

NaCl, para tempo de coagulacio maior que

e larga foi obtida,

1,003-1,041 g em™ >

extendendo~-se até o
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NOos consideramos gue os desvios de nimeros inteiros aci-
ma mencionados podem ser assoclados ao sequinte fato: particulas
de latex podem sofrer agregagdo reversivel e irreversivel. Agrega-
gdo irreversivel pode gerar agregados (ou "clusters") bem defini-
dos, de varios tamanhos, cada um correspondendo a uma banda defi-
nida no tubo de centrifugagdo. Agregac¢do reversivel pode gerar pa-
droes complexos de concentragdo, nos quals os picos de concentra-
¢do nao necessariamente correspondem a espécigs definidas (87).

Isto pede ser avaliado, determinando~se a turbidez ao
longo da altura do tubo de centrifugagdo, para uma amostra coagu-
lada, como mostra a Figura 3.8. Esta mostra os varios picos de
concentracgdo observados e, também, mostra que uma significativa
concentra¢do de particulas de PS é encontrada entre os picos.

Aliquotas de varias fragdes de agregados foram colhidas

e examinadas em um microscoOpio eletrdnico de varredura.

A preparacdo das amostras para microscopia envolveu as
seguintes etapas: 1) apds colher as aliquotas, de 1 ml, de cada
banda, estas foram diluidas em 10 ml de solucfo de borax a 0,1%
{m/m) . (Esta medida tem como objetivo eliminar tracos de Ficoll dos
agregados}; 2) em tubos de vidro de fundo chato foram colocados
pedag¢os de mica; 3) cada uma das dispersdes de agregados foi co-
locada em um tubo, sobre o pedago de mica; 4) o tubo foi levado
a centrifuga por 5 min a 900 rpm, ZGOC, para gue 0os agregados se-
dimentassem sobre a mica; 5) retirou-se o sobrenadante com o auxi-
lio de uma seringa; 6) com o auxilio de uma pinga retirou-se a

mica com o material, deixou-se em um dessecador por 24 h e, por



Figura 3.8.

91

0.9}
0.8}
0.7k

o

[~

M 0.6f

.

3,

4 o.5}h

2

0}

9 0.4}

180 190 200 210 220 230

RAIO (cm)

Fracionamento de agregados de latex de PS em um gra-
diente de densidade pré~formado de Ficoll. Condigdes
de centrifugag¢do 3000 rpm, 2 h (antes de por a zona)
e mais 2 h 35 min, 20°C.



92

Gltimo, a mica contendo o material foi assentada sobre um suporte
de latao, fixada com esmalte (base para unhas). Antes de examina-
das no microscopio, as amostras receberam uma camada de ouro, eva-
porado sob vacuo.

Alguns agregados tipicos sao representados esquematicamente
na Figura 3.9. O agregado nao compacto (tipo colar) pode significar
um estado transiente de agregacao ouw distribuicdo ndc uniforme de

carga nas superficies das particulas,

& 8 S
O%%’C@@co

Figura 3.9. Ilustracdo esquemdtica de agregados de latex.

3.3. Discussao

A determinacg8o do tamanho de particulas em centrifuga de
baixa velocidade & relativamente facil de ser realizada e fornece
uma precisdo de raios de particulas na faixa de 3-12% . Essa preci-
530 na determinac¢do do tamanho de particulas de latex é razoavel
face ao que & encontrado na literatura, usando-se outras técnicas
maig laboriosas e/ou caras, tals como ultracentrifugacao (13,20-21)
espalhamento de luz (6,12-17), eletroforese (26), turbidimetria
(8-11). A técnica é eficaz porque os gradientes sao estdveis, du-

rante o tempo requerido para a centrifugacao. Isto ndo acontece

quando sdo utilizados materiais de baixo peso molecular {(como sa-
carose) que possuem altos coeficientes de difusdo e baixa viscosi-
dade (13). Um aspecto importante & que gradientes fiteis de Ficoll

podem ser auto-gerados sem © uso de ultracentrifugas e, assim, sdo
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diminuidos os requisitos de equipamento para estes experimentos,.

NO6s acreditamos que os procedimentos descritos neste trabalho

abrem novas perspectivas para a caracterizacgido de lAtexes polimée~

ricos, um assunto que tem mostrado pouco progresso até o momento.

A sequir comparamos as técnicas desenvolvidas com aguelas encon-

tradas na literatura, para a caracterizacio desses materiais.

Tabela 3.3 Comparac¢dc da faixa do tamanho de particulas de PS por
diferente métodos ‘

Método Intervalo de didmetro Referéncia
das particulas poli-
méricas (um)
Ultramicroscopia 0,01 - 2 15, 18-19
Microscopia eletrdnica 0,0005 -3 5-7
Espalhamento de luz 0,1 - 30 6, 12-17
Ultracentrifugagao 0,0005 - 0,1 13, 20-22
Sedimentacao por
" Field Fiow
Fractionation" g,01 - 1,0 25
Este trabalho 0,1 -~ 10

Com relacdo & agregacdo das particulas de latex, a for-

macao de ambos os tipos de agregado, reversivel ou irreversivel,

tem sido demonstrada pelo uso de quatro técnicas: observagdo mi-

croscopica dindmica (18-19), andlise por " nanopar resistive "

(82), espalhamento de luz acoplado a focalizag¢ao hidrodindmica

{15-17) e medidas de turbidez (11). Quando comparadas a este tra-

balho, as técnicas descritas nesta tese tém as seguinte caracte-

risticas:
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(i) elas podem ser usadas em uma larga faixa de tamanhos de parti-
culas, o que nao pode ser feito em microscopia 6tica (18-19); (ii)
os agregados sdo submetidos a baixas velocidades de cisalhamento,
gquando migram lentamente, durante o experimento de centrifugacdo;
(iii) os agregados formados a baixas concentragdes de sal sio fa-
cilmente detectados por centrifugac¢do zonal; estes agregados nao
sao relatados pelos autores gue usam espalhamento de luz (15-17).

Neste trabalho, ndos encontramos que o sobrenadante de
um latex acidentalmente coagulado, contém uma’série de particulas
discretas, cujas massas sdo miltiplos inteiros das particulas pri-
marias; isto @ consistente com a existénecila de agregados bem defi-
nidos e de vida longa. Por outro lado, o latex coagulado por adi-
¢80 de sal mostrou um padr3o complexo de bandas; o densitograma da
Figura 3.8 mostra que uma grande guantidade de latex € encontrado
entre as bandas. Este comportamento é similar ao que é encontrado
normalmente em sedimentacdo, transporte difusivo e eletroforético
de sistemas em que hd interaclo entre as espécies que migram (87}.
N6s acreditamos que a avaliac@o e interpretacdo de curvas anadlogas
dquela que & apresentada na Figura 3.8 pode possibilitar a deter-
minagdo de parametros cinéticos e termodinimicos para agregacgao de
particulas de latex. Essa possibilidade & levantada pbr Ottewill
em um seu trabalho recente (11}, usando medidas de turbidez para
detectar a presenca de agregados. Outra possivel explicacdo & que
particulas entre as bandas correspondam a agregados de outras for-
mas e distdncias entre particulas que aquelas dominantes em cada
banda (87).

Os estudos sobre agregacdo e determinagao do tamanho de

particulas de PS estdo sendo publicados (88).
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4. DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE SEDIMENTACAO E PESO MOLECULAR DA

ERITROCRUCRINA

4.1. Introducgdo: Eritrocruorina

Eritrocruorinas sao hemoglobinas extracelulares encon-
tradas em muitos invertebrados (platelmintos, nematdides, molus-
cos, crustaceos, insetos, anelideos e pogomorfos). O tipo de eri-

trocruorina gue & objeto desse trabalho & bastante encontrado en-
tre as trés classes de anelideos: poliquetas, oligoquetas e hirun-
dineos (89).

A espécles da qual foi obtida a eritrocruorina usada

neste trabalho & a Glossoscolex paulistus {(Qligochzeta, Glossosco-

lecidae), conhecido por minhocoss, um anelideo gque vive no solo
em regiGes calcareas do Estado de S3c Paulo, e tem uma hemeprotel-
na gigante extracelular que ocorre dissolvida no sangue {90). Esse
tipo de pigmento respiratério, denominado eritrocruorina, foi ob-
servado em microscopia eletrOnica como sendo formado por dois dis-
cos hexagonais, sobrepostos, cada um contendo seis subunidades,
com uma cavidade central (91).

Em contraste com hemoglobinas de vertebrados, cujo pon-
to isocelétrico situa~se entre pH 6,5 e 7,5, em eritrocruorinas sao
observados valores entre 4,5 e 5,5, Isso se deve a alta proporgao
de acidos aspartico e glutamico.

A determinacao do coeficiente de sedimentacgdo da eritro-
cruorina fol conduzida em experimentos de centrifugacdo em gra-
dientes de densidade auto=-gerados por osmocentrifuga¢do, usando-se

a equacao 1.25.



A partir do coeficiente de sedimentac¢do & possivel esti-
mar o peso molecular utilizando a seguinte relacao (3%5):
Sq PMI

o=
8o PM

]2/3
2

para o caso de duas protelinas globulares com o mesmo volume espe-

cifico.
0 trabalho desenvolvido neste capitulo foi realizado em

colaboragio com o Departamento de Bioguimica da UNICAMP (102,103).

4.2. Parte Experimental e Resultados

4.2.1. Materiais e Equipamentos

Materiais:

Ficoll, Pharmacia Fine Chemicals (Lot No. MA 01428 Code
No. 17-0400-01).

Tampdo Tris-HC1 0,05 M pH 7,4 contendo EDTA 10m3 M.

Eritrocruorina {(hemeprotelna extracelular), amostra for-
necida por Carlos Bonafé do Departamento de Biogquimica - UNICAMP.

Membranas assimétricas de acetato de celulose, prepara-
das a partir de uma solugao contendo 11,7% (m/m) de acetato de ce-
lulose da Rhodia, 43,3% (m/m) de acetona, 19,3% (m/m) de acido
acético e 25,7% (m/m) de H,0, segundo o método detalhado no item
2.2, cap. 2.

Ccélulas de didlise de paredes paralelas (ja utilizada

nos experimentos dos capitulos 2 e 3).
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Equipamentos:

Centrifuga refrigerada, de Cagapas basculantes, RC-3B
Sorvall Instruments.

Bomba peristaltica, Milan Equipamentos Cientificos Ltda.

Densimetro PAAR~DMA 60/602.

4.2.2. Obtengdo de gradientes de densidade auto-gerados

por osmocentrifugacio

Os gradientes de densidade foram obtidos centrifugando-
~se Ficoll 8% (m/m) em tampdo Tris-HC1 0,05 M, pH 7,4 contendo
EDTA 10“3 M; estes gradientes cobrem a faixa de 1,0010 a 1,0055

-3
g cm

(1,6 - 22,6 Poise). Sio g@radosenxcélulasdevdiélise cong-
truidas com placas de acrilico nas dimensdes de (7,5 x 3,5 x 0,7)
cm; as membranas de acetato de celulose foram preparadas segundo o
método descrito no cap. 2, item 2.2 partindo-se de uma solugao
contendo 10 g de acetato de celulose, 19 ml de acetona, 63 ml de
acido acético e 88 ml de H,0. As centrifugac¢des foram realizadas
em uma centrifuga refrigerada RC-3B Sorvall, com um rotor
"swinging~bucket", a 4000 rpm, por 2 h 15 min a 4°c. Os gradientes
assim formados (Figura 4.1) sio transferidos para tubos de centri-
fuga transparentes com o auxilio de uma bomba peristaltica (Milan
Equipamentos Cientificos Ltda.), a baixa velocidade para evitar
modificagdo no gradiente, em ordem decrescente de densidade. Trés
faixas de gradientes de densidade foram obtidos: A (1,0013 - 1,0090
g em™); B(1,0100 - 1,0300 g cn3) o C(1,0325 ~ 1,0550 g cm™ ). A
faixa de Viscosidade para a segdo A é 1,6-2,6 Poise, para B, 2,8~

9,4 P e para C, 11,2~-22,6 P.
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4.2.3. Experimentos de centrifugacdoc zonal

Solugdes de eritrocruorina (50 il: concentracgdes 2,5;
5,0; 6,25 e 12,5 mg cm"3) foram aplicadas ao topo dos gradientes
de densidade e centrifugadas a 4000 rpm, 4°C. 0 deslocamento da
zona de eritrocruorina foi acompanhado visualmente e medido com
uma régua. Apos o término do experimento, o contefido do tubo de
vidro foi retirado com o auxilio de uma longa agulha adaptada a
uma seringa, e dividido em aliquotas de 1 ml.éara medidas de den-

sidade (executadas em um densimetro PAAR-DMA 60/602). As viscosi-

dades destas aliquotas foram obtidas usando dados da literatura
(92-93) . A densidade de flutuacdo da proteina foi assumida como

3

sendo 1,3717 g cm ~ (94).

Para averiguar o tipo de gradiente mais adequado para

estudos de velocidade de sedimentacdo da eritrocruorina, entre
aqueles apresentados na Figura 4.1, foi examinado o comportamento
da espessura da zona durante o experimento. Esse & um dos crité-
rios de avaliac¢do usados na literatura (95-~101), pois interfere
diretamente na precisdo dos resultados. A banda inicial tinha a
espessura de 2 mm. O gradiente A pode ser considerado como um gra-
diente tipo alargador de zona, embora apresente a vantagem de
baixa viscosidade, o que permite o mais rapido deslocamento da zo-
na. 0 gradiente B, aproximadamente linear, facilita a realizacéao
dos calculos, além de apresentar um pequeno alargamento da zona.

0 gradiente C, prossuindo altas viscogidades, dificulta o desloca=-

mento da zona e apresenta-se como alargador de zona a longos tem~

pos de centrifugagdo, ndo sendo recomendavel para estudos de velo-

cidade de sedimentacdo. As secbes A e B sdo, portanto, as mais
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convenientes para serem usados nos experimentos de centrifugacao
zonal.

Os coeficientes de sedimentacio foram calculados seguindo
0 procedimento descrito na literatura (61), usando um programa
BASIC para um computador ITAUTEC, para resoiver a equacao 1.25.

Os resultados apresentados na Tabela 4.2 foram usados
para determinar o coeficiente de sedimentacéo padrao de eritrocru
orina, 820,w = 58 5 (Figura 4.2).

A partir do coeficiente de sedimentagdo é possivel estimar
O peso molecular utilizando a relacao PMI/PM2 = (51/32)3/2.
Utilizando-se dados de coeficientes de sedimentacio e péso molecular
de diversas eritrocruorinas ja estudadas e assumindo que a variacgao
do volume parcial especifico seja desprezivel, podemos construir um
grafico colocando o peso molecular em fungido S20,w'

Na Figura 4,3 . colocamos os diversos valores encontrados
na literatura (91}, bem como a regressdo lienar, e obtivemos ° uma

-

alta correlacdo (p<0,0l),0 peso molecular correspondente a 588 &

3,23 x10° Da.
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Tabela 4.1 Alargamento da zona de eritrocruorina. sob condigdes de

centrifugacdo: 4000 rpm, 49 C.

Concentragéomga Volume da Tempo de Largura da Gradiente
amostra (mgem™ ) amostra centrifu  banda (cm) de densidade
(1) gagao {(h)
2,50 50 17 ' A
46 r
17 0,2 ~ B/C
46
17 0,2 C
46 0,5
3,40 50 18 0,4 A/B
48 6,5
5,00 50 48 0,4 A/B
100 12 ' B
21 '
12 ' A
21 ’
50 48 0,2 B/C
6,25 50 17 0,7 A
17 0,2 C
46 0,5
12,50 50 48 0,7 A/B
100 12 0,4 B
21 0,7
12 0,5 C

21




Tabela 4.2

4000 rpm,4uC

Sedimentac¢do da eritrocrurina em centrifugagao zonal a

102

Numero

Raio médio da

Tempo de Volume

Concentragao Coeficiente Gradien-

da amos amostra (cm) centri~ da amos- da amostra sedimenta~ te den-

tra fugacgao tra cdo sidade
Inicio Término (h) (u2) (mgcm"B) (s) (gcm‘B)

1 14,87 15,62 17 50 2,50 83 1,0020-1,012
14,87 16,72 46 ' 72
14,97 15,37 17 87 1,0135-1,033!
14,97 16,02 46 89

2 14,67 15,47 18 50 3,40 99 1,0030-1,023¢
14,67 16,72 48 %98

2 16,37 18,37 48 50 5,00 103 1,0050~1,019¢

1 15,87 16,32 12 100 105 1,0095-1,031!
15,87 16,62 21 107
16,27 17,12 12 117 1,0015-1,010¢
16,27 17,67 21 116

2 15,87 19,22 48 50 12,50 190 1,0050-1,016¢
15,07 15,87 12 100 221 1,0120-1,032:
15,07 16,22 21 192
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Figura 4.2. Coeficiente de sedimentacgdo de eritrocruorina

(Glossoscolex paulistus) em fungdc da concentragao.
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Figura 4.3. Peso molecular de eritrocruorinas de diversas espécies

em funcado de (520 w). Obteve-se por regressao linear
r

PM= 8908 x (S )2/2 - 701640 (p <0,01l). O peso mole-

20,w
cular para a espécie Glossocoslex paulistus (S,, . = 58)
r

corresponde nessa relac¢do a 3,23 xlO6 Da. 0 circulo aber-

to se refere a uma das espécies, e ndo foi considerado

devido ao alto desvio em relagao & curva.
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4.3. Discussdo

O coeficiente de sedimentacac da eritrocruorina de

Glosscscolex paulistus, a diluigdo infinita, encontra-se dentro

do intecvalo obtido para as diversas eritrocruorinas (91). A par-
tir d- coeficiente de sedimentacido foi estimado o peso molecular

utilizando a relacao proposta por Martim & Ames {35). Os valores

do coeficiente de sedimentacao e peso molecular foram recentemen-
te publicados (103).

Estudos de microscopia eletrOnica de transmissao revela
ram para a eritrocruorina estudada, dimensdes entre 27 e 29 de
distancia vértice a vértice e 16 a 18 nm de altura (102), o que
representa uma relacdo axial a 0,6 a 0,7 (59). Esses resultados
mostram que as particulas de eritrocruorina podem ser considera=-
das de formato esférico (isto &, relacdo axial proxima da unidade)
e, em estudos posteriores, podem ser usadas para estimar o diame-
tro da eritrocruorina nas diversas concentrag¢Oes usande a equacio
1.26 e comparados com dados da literatura (104-107).

0 aumento do coeficiente de sedimentacio em solugbes ma-
is concentradas demonstra a ocorréncia de associacio entre ay  no-
léculas de eritrocruorina. Estas ja sao, por si, agregados de subu
nidades menores. Uma confirmagao visual desse fato & encontrada na
foto da Figura 4.4, onde se tem uma banda assimétrica justificada
pela existéncia de material associado, caminhando provavelmente na

frente.
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L)
Figura 4.4 Experimento de sedimentagido da eritrocruorina (obser

var a presenca de uma banda aszsimétrica corresponden

te & eritrocruorina)
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5. FORMAGAO DE ESTRUTURAS DISSIPATIVAS EM CELAS DE DIALISE

5.1. Introducgdo

Na natureza sao encontrados dois tipos de ordem: ordem
estatica e ordem dinamica (108).

No primeiro caso, a ordem é atingida através de trans-
formagoes reversiveis. Por exemplo, na cristalizacdo de um liqui-
do, quando a temperatura & suficientemente diminuida a ordem eg-
tatica (ou seja, cristais obtidos a partir do liquido} surge como
resultado de uma transicdo de fase, gue ocorre sob condicles de
equilibrio dindmico. Observe-se que ordem estitica ocorre através
de equilibrio dindmico.

A ordem dinamica ocupa uma posicdo completamente dife-
rente. Ela é obtida nio porque a entropic e diminuida devido a um
decréscimo de temperatura do sistema; ela ocorre porgue ha um flu-
x0 de ~ntropia do sistema para o meio ambiente. Ordenamento dini-
mico se manifesta através de estruturas espaciais e/ou temporais,
denominadas de estruturas dissipativas.

A literatura descreve numerosos exemplos de instabili-
dade com criacdo de ordem em varios campos do conhecimento: na fi-
sico-quimica (109), na bioguimica (110), na ecologia (111) e na
dinamica dos fluidos (112-113). Alguns destes exemplos estdo asso-
ciados ou nao com reagles guimicas; tais s3o ag células de Bénard
(114-116), os anéis de Liesegang (117) e as oscilagOes em siste-
mas eletroguimicos (118-119).. ;ﬁ3
Para compreender a formagdo de estruturas dissipativas &

necessario identificar os dois estigios do fendmeno: {(a) como e
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quando comega; (b) como e quando atinge o estigio estacionario. Em
outras palavras, & preciso estabelecer as relacdes entre flutua-
¢do, organizacgdo e estabilidade. Para tanto, neste capitulo, serfo
discutidos os topicos: fundamentos da teoria da estabilidade ter-
modindmica, produg@o de entropia e uma aplicacio a fendmenos ma-
croscopicos.

Neste trabalho, & descrito um novo fendmeno de formacio
de estrutura dissipativa em células de didlise, observado em expe-

rimentos de osmocentrifugagdo zonal com amostras de alta concen-
tracdo de proteina. Nestes experimentos, foi observada a formacgdo

de miltiplas bandas (estriamento) por toda a célula gerando um pa-
drdo peribédico de concentragido. Os experimentos para a formacio
desta estrutura dissipativa constam basicamente de duas etapas:

(1) obtengdo de gradientes de densidade auto-gerados em celas de
dialise; (2a) centrifugagdo zonal de amostras de alta concentracdo
de proteina; (2b) osmocenirifugacfio zonal de amostras de alta con-

centragao de proteina.

5.1.1. Caracteristicas termodinimicas dos sistemas en-—

contrados na natureza

As caracteristicas termodinadmicas dos trés tipos de sis-
temas encontrados na natureza sao detalhados a seguir:

1. Sistemas isolados, que nao trocam matéria ou energia

com 0 meio ambiente. O comportamento desses sistemas & completa-
mente caracterizado pela segunda lei da termodinamica em sua forma

candonica: a entropia de um sistema cresce monotonamente com o tem-

po até alcangar o seu valor madximo no estado de equilibrio termo-
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{5.1]

Em tal sistema, nenhuma auto-organizacdo & possivel.

2. Sistemas fechados, que trocam energia mas nido matéria

com suas vizinhancas. Nesses sistemas, o equilibrio termodinimico
€ caracterizado por um valor minimo de energia livre de Helmholz,

usualmente definida por:

F =E - 18 [5.2]

onde E & a energia do sistema, T é a temperatura e S & a entropia.
Esta equacdo indica que o equilibrio é o resultado do compromisso
entre tendéncias opostas: a de maximizag&o de entropia e a de mi-
nimizagdo de energia. A temperatura & que determina o peso relati-
vo dos dois fatores. A baixa temperatura prevalece a energia e
tem-se a formagdo de "ordem" (baixa entropia) e estruturas de
"baixa energia", como os cristalis. Por outro lado, a alta tempera-
tura, a entropia & dominante e portanto hd desordem molecular.Deg-
sa forma, a termodinimica clissica conduz ao conceito de estrutu-

ras de equilibrio caracterizadas por baixa energia livre.

3. Sistemas abertos, que trocam matéria e energia com o

meio ambiente. No caso desses sistemas & possivel distinguir dois

tipos de comportamento: (a) o comportamento de um sistema proximo
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ao equilibrio, descrito pela termodinimica de nao~equilibrio 1i-
near, onde sdo tratados tipos de estruturas estacionarias que re-
sultam de restrig¢bes cinéticas ao atingimento do equilibrio; (b)
© comportamento de um sistema longe do equilibrio, onde se mani-

festam tipos de auto-organizagio no tempo e/ou no espago, as quais

foram chamadas de estruturas dissipativas (120).

Para obter uma teoria termodindmica para esse tipo de
estrutura, Prigogine teve que mostrar que o nio-equilibrio pode

ser uma fonte de ordem (121-123). Agqui, uma nova estrutura é sem-

pre o resultado de uma instabilidade, a qual se origina de uma
flutuagdo. Isto & o oposto do que de passa em sistemas proximos do
equilibrio, nos quais uma flutuagio é sempre seguida de uma respos-
ta que traz o sistema de volta ao estado ndo perturbado (ou seja,

a resposta segue o Principio de Le Chatelier).

5.1.2. Fundamentos da teoria da estabilidade termodini-

mica e a producado de entropia

0 método de Lyapunov, datado de 1893, permite decidir
sobre a estabilidade de um sistema usando diretamente as equagoes
diferenciais, que o descrevem, sem o conhecimento de suas solu-
¢des. A seguir serfo apresentadas algumas definicbes basicas e os
teoremas de Lyapunov (a interpretacdo geométrica e a prova desses
teoremas podem ser encontradas na literatura:(116)).

Seja L(x) uma fung¢gdo escalar de x, e seja { o dominio
aberto dessa funcao em torno da origem (x=0). A funcao L({x) & "de-

finida positiva™ em £, se para todo x:
p

(i) a fungdo & continua juntamente com sua primeira de-
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rivada parcial,

(ii) a fun¢do nao existe na origem,

(iii) além da origem (e sempre em {!) ela & positiva. A
origem & um minimo isolado.

Se na condigao (iii) a palavra positiva & substituida
por negativa, tem-se uma fungdo "definida negativa". Se, de outra
maneira, a condig¢do (iii) & dispensada, para permitir que a funcio
seja positiva ou seja nula, esta fun¢do & dita "semi-definida po-
sitiva".

Teorema 1., Estabilidade

A solugao nula ou a solugdo estacionaria na origem do

sistema (representado pela equacao abaixo):
GX - p(x) [5.3]

& estavel, se existir em algum ponto vizinho da origem, uma funcdo
"definida positiva" L(x), tal gue dL{x)/dt relativo as solucbes da

equagace [5.3] seja "semi-definida negativa":

Teorema 2. Estabilidade Assintdtica

A soluc¢do nula do sistema, representada pela equacdo
[5.3], é assintoticamente estdvel se em alguma vizinhan¢a da ori-
gem existir uma fungdo "definida positiva" L(x), tal que seu gra-
diente dL(x}/dt com respeito as solugdes da eguacdo [5.3] seja
"semi~definida negativa" naquela regiao

dn
dt

0 [(5.5]
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Uma funcao L(x) gque satisfaca qualquer um desses teore-
mas € chamada uma funcio de Lyopunov. A existéncia de pelo menos
uma fungao desse tipo, assegura ao sistema o amortecimento das
flutuagdes, seja no equilibrio ou nas suas vizinhancas. Os estados
que correspondem ao equilibrio termodinimico ou os estados esta-
ciondrios que correspondem a um minimo de producdo de 8 na termo-
dinamica linear do ndo-equilibrio, sio automaticamente estaveis e

caracterizados por uma fungdo de Lyapunov,

Produgao de entropia

Em sistemas abertos, a variacido de S possul dois termos

(124):

ds = des + dis [5.6]

onde deS @ a transferéncia de S através das fronteiras do sistema
e dis é a produgdo de $ dentro do sistema.

A segunda lei admite que a produgio de S dentro do sig-

tema € positiva (ou nula)
d.s z 0 [5.7]

Ela & nula quando o sistema sofre transformagdes reversiveis (em
equilibrio), mas & positiva quando o sistema estiver sujeito a
transformagdes irreversiveis. Assim, somente processos irreversi-
vels produzem S. Quando, no interior de um determinado sistema, es-

tiverem ocorrendo processos irreversiveis tais como perda de ca-

loxr, atrito e assim por diante, estes produzem um aumento de 8; ha
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"produgdao de 8" no sistema. Este aumento de S, diS, nao pode mudar
seu sinal através de uma inversao no sentido das trocas de calor
com o meio ambiente. Em todos os processos irreversiveis a produ-
¢do de S5 sempre ocorre na mesma direcdo, isto é&, d.S somente pode
ser positiva ou zero (na auséncia de processos irreversiveis). E
importante notar que o sinal positivo de diS & escolhido meramente
por convengao; ele poderia ser escolhido negativo. O ponto princi-
pal & que a variacdo & mondtona, esta "produ¢ido de S" nado pode mu-
dar de diregao com o tempo. Dal a designagéo.da entropia como "a

flecha do tempo" (121).

Em todos os casos o sistema evolui para o estado de
equilibrio caracterizado pela existéncia de um potencial termodi=-
namico. O estado de equilibrio, segundo Max Planck, € o "alvo" pa-
ra estados de nao-eguilibrio.

Para sistemas isolados a entropia & uma funcgao de

Lyapunov (ver equagdo 5.1). Potenciails termodindmicos tais como
energia livre de Gibbs ou Helmholtz, também sao fungdes de
Lyapunov para outras "condig¢bOes de fronteira" (tais como, valores
impostos de volume e temperatura). Contudo, a desigualdade da
equacdo 5.7, a qual ndo envolve a diferencial total de uma funcéao,
em geral ndo permite defini-la como uma fungdo de Lyapunov. Edta
é uma das razdes porque até recentemente, as aplicagbes da termo~
dinamica ficaram essencialmente limitadas a processos de equili-
brio {121).

Para estender a termodipamica a processos de ndo-eguill-
brio, @ necessario explicitar uma expressdo para a produgaoc de en-
tropia. £ suposto, em principio, que em eguilibrio ou fora dele, a

entropia depende sempre das mesmas varidveis, com as quais mantém
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as mesmas relagbes funcionais. Esta & a suposicdo de equiiibrio
local.

Segundo a condigdo de equilibrio local, em qualquer pro-
cesso irreversivel ocorrendo dentro de um sistema, & possivel iso-

lar um pequeno volume no qual a produgdo local de entropia depen-

da de variaveis macroscdpicas locais:

8 = s(u,v,xy) . t5.8]

onde u e a densidade de energia interna, v o volume especifico e
x, a fragao de massa do componente y. Esta suposiclo implica que o
volume considerado @ termalizado, ou seja, os efeitos de colisao
sdao suficientes para excluir a influéncia de flutuacdes estatisti-
cas do equilibrio. Reac¢des quimicas sdo agui incluidas sob a con-~
dicdo de que ocorram com velocidade suficientemente baixa para gue
0o sistema se mantenha termalizado.

Admitida a condigdao de equilibrio local, a producgado de

entropia por unidade de tempo pode ser explicitada pela expressao

hilinear:
P[S] = —— [(5.9]
dt
= fo(S)dv = [ Z(kak)dv 2 0 [5.101]
k
onde
T(S) = Z kak



114

€ a produc¢do local de entropia, Iy sao os fluxos generalizados de
processos irreversivels (reac¢fes quimicas, fluxo de calor, difusao,
etc.) e Xk sao as forcas generalizadas correspondentes (afinida-
des, gradientes de temperatura, gradientes de potencial quimico,
etc.}.

A equacao 5.9 & a formula basica da termodindmica ma-—
croscopica de fendmenos irreversiveis {(121).

Na producao local de entropia em sistemas continuos,
trés situacbes principais podem ocorrer:

(a) o equilibrio, onde ambos os fluxos e as forcas desa-

parecem:

Jiq = 0 [5.11a]
eq _
=0 [5.11b]

(b) a "regido linear", proxima do equilibrio, onde os

fluxos sado fungbes lineares das forcas.

(5.12]

Nesta regido dois teoremas gerais podem ser estabelecidos: as leis

de reciprocidade, de Onsager

1k = bxa [5.13]

e 0 teorema de producido minima de entropia (124-125):

P{S] = min i15.14]
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Em termos qualitativos as leis de Onsager [5.13] dizem
que se a forca "um" (por exemplo o gradiente de temperatura), pode
influenciar o fluxo "dois" (por exemplo a difusio do componente i)
entao a forca "dois" (o gradiente de concentracdo do componente i)
pode também influenciar o fluxo "um" (o fluxo de calor).

O teorema de producdo minima de entropia [5.14) diz que
para estados estacionarios suficientemente préximos do equilibrio
a producado de entropia alcanca seu minimo. Este teorema & valido
somente para a regido estritamente linear na éual os desvios do

equilibrio sdo tdo pequenos que 0s coeficientes fenomenoldgicos

le podem ser tratados como constantes.

Esse teorema expressa um tipo de propriedade "inercial”
de sistemas de nao-equilibrio. Quando determinadas condigdes de
contorno impedem o sistema de alcancar o equilibrio termodinamico
(produgao zero de entropia), o sistema passa a um estado de "dis-
sipacdo minima".

Durante muito tempo grandes esforg¢ges foram feitos no
sentido de generalizar esse teorema para situacdes longe do equi-
librio. Em 1967, Prigogine mostrou que longe do equilibrio o com-
portamento termodindmico de um sistema pode ser bem diferente, até
mesmo oposto, do que & proposto pela equacao [5.14].

De acordo com o teorema de produgac minima de entropia,

a produgao de S & uma fungdo de Lyapunov na regidao estritamente

linear nas proximidades do equilibrio. Se o sistema & perturbado,
a producgao de S aumenta, mas © sistema reage para retornar ao va-
lor minimo da producdo de S.

(c) a "regido ndo linear", longe do equilibrio.

Quando um sistema, proOximo do equilibrio, & perturbado



116

obtém~-se a expressio:

L 1,2
b—SO+(SS+265 [5.15]

onde S, € a entropia no equilibrio. Devido ao fato de a entropia
no equilibrio ser um mdximo, o termo de primeira ordem & nulo e,

portanto, a estabilidade & dada pelo sinal do termo de segunda or-

dem 625.

Glansdorff e Prigogine (120} mostraram que a funcio

6%S & uma fungdo de Lyapunov nas vizinhancas do equilibrio, inde-

pendente das condicgOes de contorno do sistema. A partir da termo-
dinamica cléassica foi possivel calcular explicitamente esta impor-

tante expressdo:

C
7645 = ~[—L (87)% +
711
_g(i (SV)Ny + by }.iyy, ((SNy}(éNy.}} < 0 [5.16]

yy'

Aqui CV € o calor especifico a volume constante, p é a densidade,
v = 1/p & o volume especifico (o indice Ny significa que a compo-

sigdo & mantida constante com a mudanca de v), x & a compressibi-

lidade isotérmica, Ny € a fracgdo molar do componente y e Uyy' & a
derivada
i
Hooy = (=) T [5.17]

1

onde p € a pressao.

As condig¢les basicas de estabilidade na termodinamica
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classica, formuladas inicialmente por Gibbs, sdo as seguintes:
CV > 0 {estabilidade térmica)
X > 0 (estabilidade mecdnica)

Lo

SN 6Ny,>0 (estabilidade relativa a difusio)
vy'

yy' Uy

Estas condig¢bes implicam que 523 estd relacionada com P (equacio

5.9) através de:

Jka =P >0 [5.18]

E precisamente devido as desigualdades nas equagoes [5.16] e
[5.18] que 5% & uma fungdo de Lyapunov. Como ja foi dito, a exis=
téncia de uma fungao de Lyapunov garante o amortecimento de todas
as flutuagles. Esta € a razio porque proximo do equilibrio, uma
descri¢ao macroscopica de grandes gsistemas, & suficiente. Flutua-
¢Oes podem somente ter um papel secundirio, aparecendo como corre-
cobes para leis macroscdpicas, as quais sfo desprezadas em grandes
sistemas.,.

Duas questdes de fundamental importancia podem aqui
ser levantadas:

(1) E possivel extrapolar esta propriedade de estabili-
dade para longe do equilibrio?

{2) E possivel 525 representar o papel de uma funcfo de
Lyapunov quando sdo considerados grandes desvios do equilibric mas
é mantida a estrutura de uma descricio macroscopica?

Fora do equilibrio, a desigualdade [5.16] permanece va-
lida, contudo a derivada de 625 esta longe de ser relacionada conm

a produgac total de S na equacio 5.18, porém & relacionada com a
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perturbacdo dessa produ¢do de $. Em outras palavras, tem-se:

B s
C
€]

il
1
s
T

)

f 2}
o

k [5.19]

0 lado direito da equagao {5.19] foi chamado por
Glansdorff e Prigogine, de "produgao de excesso de entropia". Nesg-
ta equacao, GJD e 6xp sao, respectivamente, os excessos de fluxos
e forgas devido ao desvio do estado estacionario, cuja estabilida-
de foi posta a prova através de uma perturbaggo. Agora, ao contra-
rio do que acontece no equilibrio ou proximo do equilibrio, o lado
direito da equacgdo 5.19, geralmente nioc tem um sinal bem definido.

Se para todo t maior que t,r onde tO & o tempo inicial da pertur-

bagao, tem-se

v
o

[5.20]

- N . ~ 4y -
entao §°5 é efetivamente uma funcio de Lyvapunov e a estabilidade é

garantida. Na regiao proxima do equilibric, esta guantidade & sem-
pre pocitiva. A uma distdncia maior do equilibrio o excesso de 8§
pode mudar de sinal (levando em conta todas as condigOes impostas
ao sistema).

E nessa regiao que tipos de comportamento completamente
novos e inesperados podem ocorrer. Estes efeitos sao devidos ao
aparecimento de uma instabilidade, representada pela equacdo [5.19],
gue conduz a uma "bifurcacdo termodindmica". A caracteristica nova
€ gue existem, entdo, "pontos criticos" (em outras palavras, uma
amplificagdo da flutua¢do) a partir dos quais o sistema pode apre-

sentar um fendmeno macroscépico de auto-organizac¢io no tempo e/ou
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no espag¢o, com a formagdo de estruturas denominadas por Prigogine
de "estruturas dissipativas".

Esses tipos de estruturas (fisica, quimica ou bicldgica)
foram chamadas de dissipativas porque elas sd3o mantidas através de
um influxo de energia, no sistema. Prigogine introduziu esse termo
para enfatizar a forte associagdo, a principio paradoxal, entre

"estrutura ou ordem" de um lado e "dissipag¢do ou perda" do outro.

5.1.3. Aplicagdo a fendmenos macroscopicos

5.1.3.1. Reacado de Belousov-Zhabotinsky

Em 1959, Belousov comunicou a descoberta de oscilacgdes
periddicas na coloracio de uma solucdo com uma freguencia de 10“2
Hz, no decorrer da oxidacdo de acido citrico por bromato, usando
cério(III) como catalisador. Foram observadas dezenas de periodos
(126) . Posteriormente, estudos experimentais e tedricos detalhados
dessa reacao, foram publicados no periodo de 1964-1974 por

Zhabotinsky e colaboradores (127}.

0 procedimento experimental € o seguinte: 2 ml da mistu-

ra homogénea (volumes iguais de Ce,S0, (4 x 1073

1

mol/1): KBrO3

(3,5 x 107" mol/1); CH,(COOH), (1,2 mol/1); H,S0, (1,5 mol/1) e

poucas gotas do indicador ferroina) foram colocados em um tubo de

ensaio termostatizado a 2100.

A solugdo reagente inicialmente apresenta ogcilag¢des em

relacio ao tempo: passa periodicamente de uma coloragao vermelha,
3+

indicativa do excesso de Ce” ', a uma coloracac azul indicativa do

4+ [ "~ -~
excesso de Ce (estrutura temporal). Essa oscilagoes nao ocorrem
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simultaneamente em todas as partes da solugdo, mas se iniciam num
ponto e se propagam em todas as dire¢fes com velocidades diferen-
tes. ApOs um nimero varidvel de oscilagles com o tempo, aparece

uma pequena regido de concentragdo ndo homogénea, a partir da qual

procedem oscilagles em relacido ao espago: camadas alternadamente

coloridas de vermelho e azul, até encherem o tubo (estrutura espa-
cial}. Durante a formagdo dessas camadas, as oscilagdes com o tem~
po continuam a serem observadas na parte da solucdo onde as cama=-
das ainda nao foram estabelecidas. A estruturé final e geralmente
estavel durante 15 a 30 minutos e desaparece a medida que o siste-
ma se aproxima do equilibrio.

0 experimento foi repetido a diferentes temperaturas. A
estrutura temporal-espacial foi sempre reproduzida; somente seu
tempo de vida varia. Contudo, se 0 experimento € realizado com
concentragdes iniciais dos reagentes fora do dominio no gual foram
observadas as oscilagOes, 0 sistema permanece homogénec e nenhuma
estrutura espacial ou temporal €& observada. E possivel, também,
realizar um experimento em um meio nado homogéneo, isto &, impondo
um gradiente de concentragao (120).

A condicdo basica para o surgimento de oécilacées guimi-
cas & a existéncia de reagbes nao lineares: auto-catalise (a pre-
senga de um produto X da reacgdo, acelera a sua propria sintese},
auto~-inibig¢do (a presencga de X blogueia a reacdao de sua sintese) e
catalise~cruzada (dois produtos pertencentes a duas rea¢bes em ca-
deia, um ativa a catalise do ocutro).

No caso da reagao de Belousov-Zhabotinsky, as moléculas
envolvidas sdo simples mas os mecanismosdasx&agées sao complexos;

cerca de trinta intermedidrios ja foram identificados. As princi-
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pais etapas das reagdes parecem ser:

{a) oxidagdo do &cido maldnico por Ce(IV):

4

ci,, (Coom) , + et 4 20,0 > 2CO 3 *

, + HCOOH + 6ce™ + 6H [5.21a]

{b) oxidacio dos ilons Ce(III) pelco acido brdmico:

10ce™? + 28Bro, + 108" > loce”™® + Br, + 6H,0 [5.21b]
(¢} bromacgao do acido maldnico:
CH, (COOH) , + Br, = CHBr (COOH), [5.21c]

De acordo com os estudos cinéticos feitos por Zhabotins-
ky, pelo menos a etaba (b) € auto-catalitica. Durante o periodo de

inducdo esta reacdo ocorre na mesma velocidade que a etapa (a). Em

outras palavras

+3 +4
em {b) compensa a transformacgao:
Ce + Ce
- +3
em {a), de tal forma que a concentragao de (Ce permanece constan-
te no sistema. Simultaneamente, contudo, bromo & formado pela rea-

¢ao (b} e combina-se com acido maldnico em (c¢) para produzir acido

bromomaldnico e Acido dibromomaldnico. Acido dibromomaldnico forma
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+3 . C e -
um complexo com Ce 7, e assim, age como um inibidor da reacao au-
to-catalitica (b). Quando o aclimulo do inibidor suprime a reacgdo

P - 4
autc—catalitica, a concentracgao de Ce 4

cai, a medida gue a velo-
cidade da primeira reacdo permanece inalterada pelo inibidor. ©
complexo inibidor é contudo instavel e se decomple posteriormente
em dio6xido de carbono e acido dibromoacético. Este 0ltimo é um
fraco inibidor. Como resultado a reacido (b) recomeca a produzir

. +4 ot v w2 - . .

ions Ce . O mesmo "ciclo" e entao repetido indefinidamente en-

guanto os reagentes estiverem presente em concentragdes suficien-

temente distantes das do equilibrio.

0 reconhecimento de um processo digsipativo em sistemas

de reacdo quimica foi manifestado, aparentemente, pela primeira

vez no trabalho de Turing (128), que diz respeito a reagdes quimi-
cas acopladas a difusdao dos reagentes. Prigogine, deu grande im-
pulso ao estudo tedrico de tals processos.

0 estudo cinético da reacdo de Belousov-Zhabotinsky €
extremamente complexo; a titulo de ilustragdo sera apresentado a
seguir um sistema simples {(Brusselator) estudado por Prigogine e

que consta da sequéncia de reagoesg:

A~ X [5.22a]
2% + ¥ =+ 3% [5.22b]
B+ X>Y+ D [5.22¢]
X + E [5.22d]

Os reagentes iniciais e produtos finais A, B, D e E, sao
mantidos constantes engquanto as concentrag¢bes dos dols componaentes

intermedidrios, X e Y, podem mudar com o tempo. Considerando as
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constantes cinéticas iguais & unidade, obtém-se o sistema de equa-

goes:
X _ A X%y - BX - X [5.23a]
dt

e
dy
X o px - x%y [5.23b]
dt :

0 qual admite o estado estaciondrio (o detalhamento matemitico

dessas equacdes € encontrado na referéncia {(120)):
[5.24]

onde X, e Y, sdao, respectivamente, as concentracdes de X e Y no
estado estacionario.

A solugao (equagdo 5.24) torna-se instavel se
B>B =1+ A [5.25]

Além do valor critico de B(Bc), a reagdo quimica conduz a um com~
portamento ordenado no tempo chamado de "estrutura temporal dissi-
pativa". A frequéncia dessas oscilac¢bes, passando periodicamente
de uma coloracdo vermelha para azul, &€ uma func¢fdo bem definida de
variaveis macroscopicas, como concentracdo e temperatura.

Quando se considera a difusdo, a variedade de instabili-

dades torna-se extremamente grande. Na presenca de difusdo, novas

equaclOes cinéticas substituem a equagido 5.23:
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2
§—}E=A+X2Y~BX~X~DX§-—§— [5.26]
dt r
av 2 3%y
— = BX - XY + D5 [5.27]
dt or

onde Dy e ﬁY sdo os coeficientes de difusio dos componentes X e Y.
Aqui ha a possibilidade de estados estaciondrios nio uniformes,
chamados de bifurcagdes por Turing (128). Na presenca de difusao,
a estrutura temporal pode tornar-se dependente do espago e apre-
sentar oscilagbes quimicas (camadas alternadas de vermelho e azul).
O sistema, entdo, apresenta um estado ordenado e se mantém nesse
estado estacionatio de elevada ordem as custas de uma dissipacéo
de energia, que & fornecida pela relagio fixa de nio equilibrio
AB/DE para a sequéncia de reacdes (equacdo 5.23). Em outras pala-
vras, o0 sistema apresenta uma "estrutura espacial dissipativa".

No caso da reacao de Belousov—Zhabotinsky, & semelhancga
do "Brusselator", uma estrutura dissipativa espacial aparece como
resultado de uma instabilidade na estrutura dissipativa temporal.

Concluindo a discuss@o da reagdo de Belousov.~Zhabotingky
verifica-se que, de modo geral a ocorréncia de estruturas dissipa-
tivas requer que o sistema exceda algum "valor critico", o qual &
uma fungdo complexa dos pari@metros que descrevem os processos de
reacéo e difusdo. Um aspecto também geral & que as estruturas dig-
sipativas sdo muito sensiveis a caracteristicas globais dos siste-
mas quimicos, tais como: forma, tamanho do sistema ou do recipien-
te, condigdes de contorno impostas & sua superficie e assim por
diante. Todos esses aspectos influenciam de forma decisiva os +i-

pos de instabilidade que conduzem a estruturas dissipativas.
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5.1.3.2, Células de Bénard

Os primeiros trabalhos descrevendo as células de Bénard
datam do comego do século (114). O autor e seus colaboradores con-
tinuaram trabalhando exaustivamente sobre o tema durante 28 anos
(115).

O sistema de Bénard consta de uma camada horizontal de
fluido de espessura de 1 mm (o ligquido usado era éspérmacete de
baleia, com uma temperatura de fusdo de 460C). A camada de liqguido
era posta sobre um prato metalico de 100 mm de didmetro, o qual
era aquecido e mantido a uma temperatura uniforme T,. A superficie
superior estava em livre contato com o meio ambiente, & temperatu-
ra T;. Quando o gradiente de temperatura (Tz_Tl)/(Tl+T2) atinge um
"valor critico” o estado estaciondrio, no qual o calor & propagado
somente por condugao torna-se instavel. Tem-se assim a conveccgao.
A producac de entropia & entdo ampliiada 3 medida que por convec-
¢ao se tem um novo mecanismo de transporte de calor. Dessa forma,
o escoamento consideravel de calor ao longo do gradiente de tempe-
ratura entre as fronteiras do sistema cria uma estrutura dissipa-
tiva, o qual mantém no interior do sistema um estado de escoamento
de matéria que se encontra bastante afastado do estado de equili-
brio. A sujeicfo do sistema a um gradiente térmico gera uma ins-
tabilidade e faz com que um nimero macroscOpico de moléculas se
mova de um modo coerente, por tempos na faixa de segundos a horas,
criando um padrdo de fluxo e formando um estado de auto-organiza-

gao: células hexagonais de tamanho caracteristico.

A formulagdo de uma explicagdo detalhada e quantitativa

da convecg¢do nas células de Bénard, tem se constituldo em um desa-

M
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fio permanente para tedricos (116~117). Em 1916, Lord Rayleigh,
mostrou que a simples presenga do gradiente de temperatura nio @
suficiente para garantir o comeco do fluxo convectivo. £ necessi-
rio que a energia potencial, liberada pela descida da camada mais
densa e subida da camada menos densa, exceda a energia dissipada
pela viscosidade de arraste e difusdo de calor. A relagio desses
efeitos pode ser expressa pelo nimero adimensional de Rayleigh:

a forga de empuxo dividida pelo produto da viscosidade de arraste

e velocidade da difusdo de calor. A convecg¢do comecga, entlo, quan-
do o numero de Rayleigh excede um "valor critico". Por exemplo, em

experimentos realizados por Peter L. Silveston e Ernest L. Kosch-
mieder, foi encontrado o numerc critico de Rayleigh de 1700 % 50
(117).

As limitag¢bes da teoria de Rayleigh sdo as seguintes:
(i) no modelo tedrico o fiuido & confinado entre duas Ironteiras
rigidas e, experimentalmente, a fronteira superior & livre; (ii)
a unica propriedade do sistema alterada pela temperatura € a den-
sidade. Assim, o modelo considera explicitamente, o empuxo como a
unica forca propulsora do fluxo convectivo em determinado fluido,
cuja grandeza depende da diferenca de temperatura entre topo e
fundo.

Uma teoria alternativa desenvolvida em 1958 por J.R.A.
Pearson reconhece a tensao superficial como tendo uma influéncia
dominante no fluxo convectivo nos experimentos de Bénard. Como a
densidade, a tensao superficial & reduzida com o aumento de tempe-
ratura. O balanceamento desses efeitos & expresso pelo numero de
Marangoni, o gqual @ similar ao de Rayleigh, exceto gue a forca de

empuxo & substitulda pela forca de superficie. Assim, a conveccgio



127

nas células de Bénard sd tem inicio quando o numero de Marangoni
atinge um certo valor critico. Uma teoria posterior desenvolvida
em 1964 por D.A. Nield incorpora ambas as forgas, empuxo e tensao
superficial, com predominancia da tensdo superficial. Varios expe-
rimentos da convecg¢ao Bénard demonstram esse fato de forma inequi~-
voca: {a) as células hexagonais de convecgdo aparecem mesmo guan-
do o liquido é resfriado de baixo para cima; sob estas condi¢des o
gradiente de densidade se opde ao fluxo convectivo; portanto, a

formacao de células de Bénard nessas condigfes mostra o predominio

das forcgas de superficie; (b) fluxo convectivy atribuido & tensdo

superficial foi observado em experimentos conduzidos em duas expe-
digbes espaciais, onde a gravidade e o empuxo sdo despreziveis: (o)
fluxo convectivo & suprimido quando &€ adicionado detergente na
parte superior da camada do liquido; nesse caso a tensdo superfi-
cial & muito menor do gue em auséncia dos detergentes; (d) experi-
mentos mostraram o efeito das paredes laterais do recipiente no
comego da convecgac de Bénard; a forma das fronteiras impGe um
fluxo primario transitorio antes de se atingir o "mosaico hexago-
nal” no estado estaciondrio. (117).

Um experimento bastante instrutivo & o detalhado em 1961
por 8. Chandrasckhar, onde uma camada de liquido (6leo de sili-
cona) € aquecida de baixo para cima e mantida horizontalmente en-
tre dois pratos condutores de calor. Acima de uma diferenga criti-

ca de temperatura, células com formato de rolos apresentam-se como

a configuragao estavel em conveccgado conduzida por forgas de empuxo
ao invés de tensdo superficial. A unidade fundamental do padraoc de

fluxo consiste de dois rolos que giram em diregdes opostas; a lar-

gura desta unidade @ duas vezes a espessura da camada do fluido. O
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aspecto do padrdc depende fortemente das paredes laterais do reci-
piente. Em um recipiente retangular os rolos sdo paralelos as pa-
redes menores: em um recipiente circular, eles formam anéis con-
céntricos. Um padrdo de rolo estdvel & usualmente observado somern—
te quando o liquido nio tem superficie livre. Hste fendmeno con-
corda elegantemente com as predicdes da teoria de Rayleigh (117).
Concluindo, a convecg¢do conduzida por tensio superficial,

em um determinado sistema, € qualitativamente diferente da convec-

¢ao conduzida por empuxo.
Uma teoria da convecgdo bem estabelecida e utilizavel

deve incluir a condigdo de que o préprio fluxo altere a forga que
dirige esse fluxo. Ndo & conhecido um método pratico para a solu-
¢ao exata do problema, mas existem algumas aproximacdes. Uma delas
é a adaptacdo das idéias introdu;idas em 1937 por L.D. Landau (pa~
ra descrever certos tipos de transigdo de fase, tal como, o comego
da magnetizacdo em materiais ferromagnéticos) para a conveccio,
que incorpora a teoria de Rayleigh como primeira aproximag¢ao. Con-
tudo, ambas as teorias sdo derivadas de experimentos hipotéticos
nos quais muitas propriedades dos fluidos, tais como viscosidade e
difusividade térmica, sdo consideradas constantes com a temperatu-
ra. Assim um modelo matemitico tratavel das células de Bénard, gque

inclua o compromisso Stimo entre a complexidade dos fluidos e a

complexidade da teoria continua a ser um desafio para os tedricos.
117).
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5.2. Parte Experimental

5.2,1. Materiais e Equipamentos
Materiais:

Ficoll, Pharmacia Fine Chemicals (Lot N@& 01428, Code N©
17-0400~01).

Sacarose P.A. Reagen -

Tampdo Tris-HCl 0,05 M pH 7,4 contendo EDTA 1073 M.

Eritrocruorina {hemeproteina extracelular).

Hemoglobina humana (hemeproteina intracelular).

Membranas assimétricas de acetato de celulose, prepara-
das a partir de uma solugdo contendo 11,7% (m/m) de acetato de ce-
lulose Rhodia, 43,3% (m/m) de acetona, 19,3% (m/mf de acido acébti-
co e 25,7% (m/m) de HEO (segundo o método descrito no capitulo 2,
item 2.2).

Células de dialise de paredes paralelas (j& utilizada em

experimentos anteriores nos capitulos 2, 3 e 4).

Células de diflise setoriais (Figura 5.1).

Equipamentos:

Centrifuga refrigerada, de cagapas basculantes, RB-3B
Sorvall Instruments.
Bomba peristaltica, Milan Equipamentos Cientificos LTda.

Densimetro PAAR-DMA 60/602.
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Figura 5.1 Vista de frente do compartimento da solugdo que compde

a célula setorial de didlise, construida em acrilico

(dimensoes em mm) .,

5.2.2. Obtengao de gradientes de densidade auto-gerados

por osmocentrifugacao

As vilulas de dlalise usadas para a obtengido dos gradi-
entes de densidade, foram de dois tipos: setoriais e de paredes
paralelas. As setoriais foram especlalmente projetadas para este
experimento (Figura 5.1), enquanto as de paredes paralelas ja ha-
viam sidce usadas em experimentos anteriores {itens 2.2, 3.2 e 4.2).

As solucgOes formadoras dos gradientes de densidade foram
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as seguilntes:

(1) Ficoll 13% (m/m) e sacarose 22% (m/m} em tampio
(Tris-HCL 0,05 M, pH 7,4, contendo EDTA 10”3 M‘):

(ii) Ficoll 8% (m/m) em tampd@o 92% (m/m).

Cada célula de didlise foi montada e um dos seus compar-
timentos fol cheio com a solugdo formadora do gradiente de densi-
dade; simultaneamente, o outro compartimento foi cheio com solven-
te. No caso da solugdo (i) o solvente foi sacarose 22% (m/m) e
tampao 78% (m/m) e na solugdo (ii) o solvente foi somente o tam-
pao.

As células foram colocadas na centrifuga a 3000 rpm, 4%¢
e 4 h (incluindo o tempo de aceleragdo). Uma vez obtidos os gra-
dientes de densidades, foram colhidas fracbes de cada gradiente
simultaneamente as do solvente, ao longo de toda a célula. Medidas
de densidade foram feitas com o densimetro PAAR DMA 60/602. Com oOs
dados de densidade e raio de centrifugacdo foram construidos os
graficos da Figura 5.2 (a curva 5.2a fol resultado de quatro expe-
rimentos, enquanto a curva§5.2b foi resultado de dois experimen-
tos). A curva 5.2a foil utilizada em =studos anteriores (item 4.2)

para o calculo do coeficiente de sedimentaglo da eritrocruorina,

5.2.3. Centrifugacdo zonal com amostras de alta concen-

tragao de proteina

Uma vez obtido o gradiente de densidade tipo (i), em
célula de didlise de paredes paralelas, este fol transferido para
um tubo de vidro com o auxilio de uma bomba peristdltica. Para

essa operagao nao alterar o gradiente de densidade, os seguintes
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Gradientes de densidade auto~gerados por osmocentrifu-
gacd8o, a partir das solugdes. (A) Ficoll 8% (m/m) em tam-
pdo Tris-HCLl 0,05M e pH 7,4 contendo EDTA 1073M; (B) Fi-
coll 13%(m/m), sacarose 22%(m/m) no mesmo tampaoc (em des-
taque o fluxo do solvente na cela de osmocentrifugagéo.
Condic¢tes de centrifugagao: 3000 rpm, 4 h, 4%c.
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cuidados foram tomados: 1) a célula de dialise foi imersa em um
banho de &dgua (T = 4°C) e, também, o tubo de vidro; 2) o conteido
do compartimento do solvente foi retirado lentamente com a ajuda
de uma seringa; 3) o gradiente de densidade foi, entdo, transfe-~
rido lentamente da célula de diadlise para o tubo de vidro.

Ap6s a transferéncia, amostras de eritrocruorina (200
ul, 125,0 mg/ml) e hemoglobina humana (200 ul, 91,2 mg/ml) foram
colocadas, separadamente, sobre os gradientes de densidade conti-
dos nos tubos de vidro e levadas a centrifugéf a 3000 rpm, 4°%c.

ApGs 24 horas de centrifugacdo fol observado apenas o

alargamento da zona original da proteina (Figura 5.3A;.

5.2.4. Osmocentrifugagao zonal com amostras de alta con-

centragao de proteina

0 experimento foi conduzido em um sistema aberto, osmo-
ticamente acoplado (prescnca de correntes osmotica e osmoética-re-~
versa) e sob a acdo de um campo centrifugo. Foram estudados os
efeitos de algumas caracteristicas do sistema:

1. Efeito da concentracao da amostra

Poram usadas altas concentragbes de proteina: eritrocruo-
rina (10,0; 62,5 e 125 mg/ml) e hemoglobina humana (91,2 mg/ml);
para verificar o efeito da concentrag¢io sobre a migracido das pro-
teinas.

2. Efeito do tiro de material

Dois tipos de hemeproteinas foram usados: eritrocruori-

6

na (peso molecular 3,23 x 10  Daltons) e hemoglobina humana (peso
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molecular 92 x 103 Daltons) para verificar a especificidade da

estrutura.

3. Efeito do tipo de gradiente

Foram utilizados dois tipos de gradiente de densidade

(i) e (1i) descritos no item 5.2.2.

4., Efeito da geometria da célula de didlise

Para o estudo do efeito das paredes laterais sobre as
estruturas, foram usados dois tipos de células de dialise: seto-

riais e de paredes paralelas.

5. Efeito de fluxo do solvente

Para analisar esse efeito, o gradiente de densidade do
tipo (ii) foi dividido em trés regides denominadas de a, b e ¢
(ilustradas na Figura 5.2B) a seguir explicadas:

(a) regido em que o solvente flui do compartimento do
mesmo solvente para o compartimento da solucdo;

(b) regifio que inclui o ponto de fluxo zero do solvente
e suas vizinhangas;

(c) regido em que o solvente flui do compartimento da
solugado para o compartimento do proprio solvente.

As equacgdes que explicam o fluxo do solvente nas tres

diferentes regides descritas acima, foram apresentadas no item

5.2.4.1. Experimentos realizados

Experimento I

Apds gerados os gradientes de densidade (a partir de Fi-
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coll 13% (m/m), sacarose 22% (m/m) e tampdo 65% (m/m)) em cé&lulas
de dialise de paredes paralelas, foram postas separadamente duas
amostras de respectivamente 10,0 mg/ml e 62,5 mg/ml de eritrocruo-
rina sobre os gradientes. Em seguida, foram levadas a centrifuga

(3000 rpm, 4OC) e acompanhadas visualmente. No final de 24 horas

foram fotografadas (Figura 5.3B).

Experimento II

Obtido o gradiente de densidade (a bartir de Ficoll 8%
(m/m) em tampdp) em células de diadlise de paredes paralelas, foi
colocada uma amostra de 125,0 mg/ml de eritrocruorina sobre o gra-
diente. A segquir a célula fol centrifugada (3000 rpm, 40C) durante

15 minutos; fol removida da centrifuga, examinada visualmente e

fotografada (Figura 5.3C).

Experimento ITI

Uma vez obtidos os gradientes de densidade em células de
didlise setoriais e de paredes paralelas, a partir de uma solugao
contendo: Ficoll 13% (m/m) e sacarose 22% (m/m) em tampdo, amos-
tras de eritrocruorina e hemoglobina humana foram coleocadas sobre
os gradientes, nas mesmas c¢élulas de didlise em que estes foram
gerados, conforme o esquema abaixo:

Cl) Célula de dialise de paredes paralelas, 200 ul de
amostra de eritrocruorina (125 mg/ml);

C2) Célula de dialise setorial, 100 ul de amostra de

eritrocruorina (125 mg/ml):

C3) Célula de dialise de paredes paralelas, 200 ul de
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amostra de hemoglobina humana (91,2 mg/ml);

C4) Célula de didlise setorial, 100 pl de amostra de
hemoglobina humana (91,2 mg/ml).

Nas células de paredes paralelas o volume das amostras
foi de 200 pl, enquanto na célula setorial foi de 100 ul, isto pa-
ra manter a mesma espessura da zona,

Em seguida, as células foram levadas a centrifuga (3000
rpm, 4OC) durante 5, 10, 15, 30 e 45 minutos. Ao fim de cada um
desses intervalos a centrifugagado foi interfoﬁpida e as células

foram fotografadas (Figura 5.3C e Figura 5.4).
5.3.2. Resultados
5.3.2.1. Efeito da concentracao

No experimento I foram observados os seguintes resulta-
dos apOs 24 horas:

i} para amostras de eritrocruorina, 10,0 myg/ml, fol ob-
servade somente o alargamento da zona original (Figura 5.3B);

ii) para amostras de eritrocruorina, 62,5 mg/ml foi ob-
servado um estriamento local da banda proteina, na altura do topo
do gradiente (Figura 5.3B).

No experimento III, onde foram usadas altas concentra-
¢Bes de proteina (eritrocruorina, 125 mg/ml e hemoglobina humana,
91,2 mg/ml), foi observado em todas as guatro ¢élulas {(Cil, C2, C3

e C4) a formacdo de miltiplas bandas coloridas a partir de 5 minu-

tos.
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Em tempos malores, as bandas se propagaram por toda a
célula, gerando um padrao peridodico de concentragao (estrutura es-

pacial) como se vé na Figura 5.4.

5.3.2.2. Efeito do tipo de material

Quando se compara transferéncia de proteina, desde a zo-
na original (topo do gradiente) até o fundo do gradiente, para as

duas amostras de proteina, observa-se que a hemoglobina humana

(91,2 mg/ml; 1076 mM) migra mais acentuadamente {(maior intensidade

das bandas, Figura 5.7) que a eritrocruerina (125,0 mg/ml; 38,7 x

-9

10 mM) .

5.3.3.3. Efeito do tipo de gradiente

Para altas concentragdes de proteina, em diferentes gra-
dientes, o resultado & o seguinte: i) quando o gradiente de densi-
dade tem o intervalo de 1,10 - 1,15 gfcm3, o resultauo &€ o estria-
mento da proteina por toda a célula de didlise, como ja foi rela~
tado no experimento I; ii) quando o gradiente de densidade tem 0
intervalo de 1,00 - 1,05 q/cm3 (experimento II}, a amostra posta
sobre o gradiente decanta imediatamente. Levada a centrifuga (3000

o : : .
rpm, 4 C) observa-se com 15 minutos um estriamento, por toda a ce~

lula,

5.3.3.4. Efeito da geometria da célula
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Na célula de paredes paralelas, onde as mGltiplas bandas
ou estrias sdo regularmente espac¢adas, o espacamento & da mesma
ordem de grandeza da espessura das estrias.

Na célula setorial, as maltiplas bandas ou estrias nao
sdo regularmente espacgadas, as distdncias entre elas vao aumentan-
do (no sentido do topo para o fundo da célula). A observacgio de
estrias no fundo deste tipo de célula & mais tardia que na célula

de paredes paralelas.

5.3.3.5, Efeito do fluxo do solvente

Para analisar o efeito do fluxo de solvente na cela de
osmocentrifugagio sobre a formacdo de estrias, as fotos da Figura
5.4 foram cuidadosamente observadas com o auxilio de uma lupa. Ura
outra sequéncia de fotos para hemoglobina humana foi também anali-
sada. Com o resultado dessas observacgbes fol construida a Figura
5.5.

A regifc (a) na qual o solvente flui osmoticamente, lo-
caliza-se na Figura 5.5, do topo até aproximadamente 3,0 cm. A
regido (b) que inclui o "ponto de fluxo zero" e suas vizinhangas,
localiza-se na Figura 5.5, de aproximadamente 3,5 a 5,0 cm. Agqui &
conveniente considerar também o gradiente de densidade da Figura
5.2b. A regido (c), na gual o solvente flui do compartimento da
solucdo para o compartimento do solvente, localiza~-se na Figura
5.5, de aproximadamente 5,0 até o fundo da célula.

As equacdes gque explicam essas regides foram apresenta-

das no item 1.2.5.1.



DE COR

INTENSIDADE

Figura 5.5.

.

o min
0,7 7.5
g min
- Wﬂ
0.7 3.0 37 7.5
womin

Ty

or ur 5,2 50 70705

% MmN,

T

o0, L7 33 5,0 TOnS
30 min
5.8 195
4% min.
or 1,7 3,3 43 LR AvEA]
-

&LTURA DA CELA SETORMAL

141

tg = whmin.
o7 1%
ty = 5min
33 48 7.5
tz = 10min.

33 42 68

t3 = 15N

a.7 3.3 47 68 T.5

t4 = 30min

WWWNMWNN

3,3 4,2 5068 1.5

FLY Y

0.7 3.3 5368 1.5

2
—d

ALTURA DA CELA DE PAREDES PARALELAS

Representacao das estruturas dissipativas temporais e
espaciais (graficos baseados em observagao visual das

fotog da Figura 5.4).



142

A seguir sdo detalhadas as observacgdes atribuidas ao

fluxo do solvente.

Zona principal

Quando se observa a "zona original" da proteina no de-
correr do tempo de 5 até 45 minutos, nas quatro células do expe-
rimento I, verifica-se que independente dos parametros: geometria
da célula, tipo de proteina e concentragao da amostra, o topo do

sistema apresenta um adensamento na base da zZona. A espessura da

regido adensada vai ficando mais estreita como tempo (Figura 5.4 e

5.5).

Células de paredes paralelas

regido (a): com cinco minutos de centrifugacdo, ja sao
observadas estrias por toda essa regido, as quais sado regularmente
espacadas e de mesma intensidade de cor. A concentracao das es-
trias aumenta com o tempo, diminuindo a distdncia entre elas;

regido (b): aqui sdo registradas estrias (ja a partir de
5 minutos de centrifugag¢io), gue vao se propagando com O tempo pa-
ra o fundo da célula. As estrias sdo regularmente espacadas e de
coloracdo uniforme. Para um determinado tempo, quando se compara
os padrdes das estrias das regiodes (a) e (b), verifica-se que a
distincia entre as estrias na regifo (b} & maior que na regiao (a)
e, opostamente, a concentracdo das estrias na regido (b) é menor
que na regido (a). Observa-se, também, que a concentracac das es-
trias aumenta com o tempo, diminuindo a distancia entre elas.

regiao (c¢): @ semelhanga da regiaoc (a), com 5 minutos de
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centrifugacdo ja sio observadas estrias por toda a regido, contu-
do, a distincia entre elas & menor que na regido (a) e a concen-
tracidn das estrias & igual ou superior a da regido (a). Verifica-
-ge, também, que a concentracdo de proteina nas estrias aumenta

com o tempo, diminuindo a distancia entre elas.

Células setoriais

regifo {a): com 5 minutos de centrifugagdo, j& sao ob-
servadas estrias por toda a regido. As estriaé ndoc sao regularmen-
te espacadas, isto @, as distdnclas entre elas vao aumentando com
a profundidade da cé&lula. A concentracdo de proteina nas estrias
vai diminuindo no mesmo sentido, mas aumenta com o tempo, dimi~
~nuindo a distancia entre elas.

regido (b): as estrias possuem um padrao de espagamento

regifc (c): tem um padrdo semelhante as da regido (c¢)
da célula de paredes paralelas.

5.4. Discussao

Centrifugacgdo zonal em tubos de vidro (5.2.3) nao pro-
duziu nenhum estriamento das bandas proteina, mesmo com 24 horas
de centrifugacdo. Isto elimina a possibilidade de atribuir-se a
formagio de bandas ao fracionamento das proteinas, nos experimen-

tos conduzidos em células de didlise (nas mesmas condicOes de gra-

A formacgio de estrutura temporal-espacial, ohservada nos
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experimentos realizados em célula de didlise pode ser atribuida ao
adensamento da solugdo de proteina na base da zona, por ultrafil-
tragao; este adensamento (instabilidade) gera gradientes horizon-
tais de densidade. A partir de um determinado "valor critico" de
adensamento, come¢a a convecgao da regido adensada da zona, a gqual
migra gerando uma nova banda no espacgo (estrutura espacial). A re-
peticao deste efeito com o tempo, causa o aparecimento de milti-
plas bandas (estrutura temporal). Esses efeitos simultaneos, con-

duzem a uma estrutura final: maltiplas bandas coloridas por toda

a célula.,

0 adensamento que se observa nitidamente na Figura 5.4,
e gque diminui de intensidade com o tempo, pode funcionar como uma
"fonte de alimentacdo" para a formacgdo de maltiplas bandas.

Para avaliar se a formacao da estrutura_aqui encontrada
ocorre com "dissipacdo de energia", alguns pontos serao discutidos
a segulir:

1. Trata~se de um sistema aberto, em condigdes de ndo
equilibrio. Nestes sistemas, para alcancgar o equilibrio isopicni-
co, as particulas protéicas (densidade = 1,37 g/cm3) deveriam mi-
grar até o fundo do gradiente, pois as suas densidades sao maiores
gue toda a faixa de densidades do gradiente (1,10 - 1,15 g/cmB).

2. 0 gradiente de densidade & estavel, no tempo de rea-
lizagao dos experimentos (45 minutos).

Reunindo esses dois pontos, e concentrando a atencao na
"zona de alimentac¢do do sistema" verificamos que as correntes os-
motica e osmotica-reversa impdem ao sistema biné&rio (proteina +

solvente) uma nova rota de transporte de massa, com o auxilio de
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uma membrana semi-permeavel. Cada nova interface no sgistema {ou
nova rota de transporte de massa) contribuird para um dG/dt mais
negativo. Dessa forma, o sistema & conduzido para um estado orde-~
nado (multiplas bandas coloridas por toda a célula) as custas de
dissipacao de energia livre.

Concluindo, o experimento aqui exposto revela um novo
mecanismo de formacdo de estrutura dissipativa temporal-espacial,
em células de diadlise, que pode ser reproduzigo e acompanhado com

miita facilidade.
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6. CONCLUSAO GERAL

As técnicas de fracionamcnto e determinagio do tamanho de
particulas poliméricas aqui desenvolvidas, osmocentrifuga¢do zonal e
centrifugacdo zonal (usando gradientes de densidade auto-gerados por
osmocentrifugacdo), possuem as segulntes propriedades: alta resolugdo,

capacidade de fracionar e caracterizar por tamanho, capa01dade de

fracionar grandes amostras e rapidez na obtengdo dos resultados. A
partir dos resultados ja publicados (74-76) pode-se dizer que oS
procedimentos descritos aqui podem ser adequados para muitas finali-
dades, por exemplo o controle do tamanho das particulas na polimeri-
zagdo por emulsdo ou dispersio de litexes de PS. NOs acreditamos que
as técnicas aqui estabelecidas abrem novas perspectivas para a carac
terizagdo de latexes poliméricos, um assunto que tem mostrado pouco
progresso até o momento {26).

0 movimento de sedimentacgaoc das zonas de latex é mais
rapido na osmocentrifugacdo zonal que em experimentos de centrifuga-
¢ao normal, o que indica a necessidade de otimizacdo dos gradientes
de densidade auto-gerados por osmocentrifugacio, sendo possivel uti-
lizar alguns roteiros jA existentes na literatura (97,98).

Os estudos de agregacao aqui realizados possuem as seguintes
caracteristicas: i) & possivel utilizar particulas em uma larga faixa

de tamanhos, o0 que nhao pode ser feito em microscopia
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Otica (18-19); ii) os agregados sao submetidos a baixas taxas de
cisalhamento, durante o experimento de centrifugacio; iii) 0%
agregados formados a baixas concentracles de sal s3o facilmente
detectados por centrifuga¢io zonal; estes agregados nao sao rela-
tados pelos autores que usam espalhamento de luz (15-17). Essas
caracteristicas poderio contribuir enormemente para futuros estu-
dos da cinética de agregacido de particulas, na solucio de proble-
mas até o momento ndo resolvidos, tais como: separar os agregados
sem modificar as suas estruturas, quantificar ag concentraqoes
desses agregados em fungdo do tempo e conhecer as estruturas dog
agregados (18).

Com relagao aos estudos realizados com a eritrocruorina

de Glossoscolex paulistus, conclui-se que o coeficiente de sedi-

mentacgdo a diluigio infinita, 588, encontra-se dent:o do intervalo
obtide para as diversas eritrocruorinas (91). A partir do coefici-
ente de sedimenta¢do foil estimado o peso molecular 3,23 xlO6 Da.
Esses resultados indicam a pbssibilidade de medir o coeficiente de
sedimentacdo e estimar a massa molar de proteinas em centrifugas
de baixa velocidade.

Por Gliimo, esta tese descreve uma .ova classe de es-
truturas dissipativas, encontradas em experimentos de ultracentri-
fugacao zonal, utilizando altas concentracdes de proteina; estes
experimentos podem ser reproduzidos e acompanhados com muita faci-
lidade. Esse estudo, éliado aos casos andlogos descritos na lite-
ratura (110-119), provavelmente contribuira para resolver proble-

mas basicos de morfogénese e biogénese (122-123).
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7. PERSPECTIVAS

7.1,

7.2,

7.3,

Aperfeigoar a centrifugagdo e a osmocentrifugacio através da
utilizacdo de um equipamento dtico ov do acoplamento de uma Gam: -
ra de video & centrifuga, para acompanhar, sem interrupcgio, o
deslocamento das bandas;

Otimizar os gradientes de densidade obtidos por osmocentrifugacio;
Caracterizar particulas de latexes poliméricos, naturais e sinté-
ticos, por tamanho e/ou densidade;

Utilizar a metodologia estabelecida em estudos de cinética de
agregacgaoc.

Determinar o didmetro de particulas de proteinas tipo eritrocrug
rina, a partir de medidas de coeficiente de sedimentacao;
Relacionar o mecanismo de formagao de estruturas dissipativas

encontrado, com os problemas basicos de morfoginese e de hiogé-

nese.
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