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RESUMO
Este trabalho esti divido em trés partes.

A primeira delas descreve a obtengdo de membranas
assimétricas de blendas de polisulfona - poli{vinilpirrolidona,
através do processo de invers3c de fase e para utilizagio em
ultrafiltrag3do. As membranas foram caracterizadas através de medidas
de fluxo e retengidc de solugles de polietilenc glicdis e de dextranas,
com diferentes pesos moleculares, e também por microscopia eletrédnica
de varredura. Os cortes obtidos para estas membranas wvariam entre 4 x
10° a 2 x 10° g.molwi e dependem, principalmente, da composigio da
solugido de partida e do tratamento feito na membrana apés a formagSo

do filme.

Na segunda parte ¢ demonstrada a possibilidade pratica de
fracionamento e concentragio de proteinas de soro, em funcido de suas
massas  molares, utilizando-se para isto as seguintes técnicas de
membrana: ultrafiitracgio centrifuga, osmocentrifugacio =)
ultrafiltrag&o em maltiple estagio. Esta ultima técnica consiste na
centrifugagio do soro a 3000 rpm e durante 1 hora, em dispositivos gque
possuem tLrés membranas com diferentes cortes. Ocorre assim o
fracionameni.o das proteinas do soro ac mesmo tempo em que os

componentes retidos =30 concentrados.

A daltima parte do trabalho trata da investigacdo da formagdo
de gradisntes de ions sdédic e potasszio em solugSes de polieletrdélites,
submetidos a osmocentrifugagio. Os gradientes gerados dependem da
concentracico de polieletrdlito, da concentracgdo total de fons e do
tempo de centrifugagdc. De forma geral, os gradientes de potassio s3o
mais acentuados do que o de sadio. Conclui-se que a
osmocentrifugagioc € uma técnica atil também no fracionamento de

sclutos de baixa massa molar, tais como ions.



ABSTRAQT
This thesgis is divided in 3 parts.

The first part describes the performance of polysulfone -
poly{vinylpirxolidone?> blend membranes prepared by phase inversion and
intended to be used in ultrafiltration. These membranes were
characterized by scanning electron microscopy and by permeability
measurement.s of aqueous =olutions of poly{ethylene glyvcolsd and
dextrans, covering a range of MWes. The molecular weight acutoffs of
these membranes varied from 4 x 107 toe 2 x 10° gmol™. Membrane
cut.off are mainly dependent on the casting solution composition and on

the membrang post-casting treatment.

The second part demonstrates the fractionation and
concentration of serum proteins according to their molecular weights,
by using three membrane techniques: centrifugal ultrafiltration,
osmosediment.ation and multistage ultrafiitration. This latter
technique consists in serum centrifugation Ce.g. during 1 hour at 3000
rpm), in cells fitted with three different MW-cutoff membranes. As @
resuli, serum fractionation iz obtained together with the

concentration of the retained solut.es.

The third part of this thesis describes the formation of .
modium and potassium - ion concentration gradients by
osmocentrifugation of polyelectrolyte =solutions. The gradients thus
obtained is dependent on the polyelectrolyte concentration, total ions
concentration and centrifugation time. Concentration gradients of
potazsium ions are always greater than those of sodium jons. These
results demonstrate the potential usefulness of osmocentrifugation in
the fractionation of low-MW =solutes, according to their molecular

weight=,
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MEMBRANAS DE POLISULFONA - POLICVINILPIRROLIDONAZ

I41 « Introdugdo
i11i - Membranas sintéticas

Uma membrana sintética & ums interface gque separa duas fases
e restringe o Lransporte de varias espécies gquimicas de maneira
especifica. A transferéncia de massa através de uma membrana pode =er
causada por difusso de moléculas individuais {em alguns camos
agregados) ou por fluxo convective induzide por um campo elétrico, ou
gradiente de concentragio, pressac ou temperatura. ReviaSes
importantes nesta area foram publicadas por Strathmann [11, Lonsdale
[21, Pusch [3, 4, 8] e Cabasso [61.

As membranas sintéticas podem wvariar significativamente em
suas estruturas e fungBes, dependendo da &rea de aplicag3o. Na tabela
1 s8o resumidas as propriedades e aplicagBes de membranas tecnicamente
relevantes.

Uma classificagiio existente para membranas & dada em fungdo
do mecanismo de separagic a ela associada. Existem, essencialmente,
trés mecanismos de separacgio [3, 4%
~ meparagio baseada em diferengas de tamanho molecular dos permeantes
{efeito pensirad.
~ =meparagdc baseada em diferengas de carga das substancias a serem
separadas Csais ou ions de valéncia diferentes, misturas de
eletrdlitos e ndo eletrdélitosd (efeito eletroguimico)

- smeparagido dependendo de diferencas de solubilidade das substancias
na fase da membrana, ocasionadas por caracteristicas fisico~quimicas

diferentes das substancias a serem meparadas (efeito de solubilidaded.
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112 - Forma=agdo de membranas sintéticas

A formagdc de membranas sintéticas pode ser caracterizada
pelos seguintes técnicas [71:

1. Formag3c de um filme pelimeérico por extrus3o de um material
polimérico, por sevaporagic do solvente de uma solugdo polimérica ou
por polimerizagdo in-situ e condensag3o.

2. Formag3c de uma membrana polimérica microporosa ror inversic de
fase.

3. ProdugZo de uma membrana inorganica de superficie modificada <(vidro
ou z:-oz, capilares de carbonod ou de finas placas porosas de nmtefiais
inorganicos, tais como laminados de mica, onde poros =30 coriados por
bombardeamentoe de jons e subseqguente extracgie J(etching).

A formagic de filmes a partir de solugies de polimero de
acordo com o método 1 geralmente produz membranas homogénesas, sem
poros.

Uma membrana homogénea consiste de um filme denso, atravées do
qual uma mistura de espécies quimicas & transportada sob gradiente de
press3o, concentracio ou potencial elétrico. A separagio dos varios
componentes na solugSc € diretamente relacionada @ sua  taxa de
transporte dentro da fase da membrana, que & determinada por =ua
difusividade e concentracfic na matriz da membrana. Um.g importante
proprigsdade dé membranas  homogéneas & que espécies: gquimicag de
tamanhos wsimilares e portante de mesmas difusividades:, podem ser
separadas quando sua concentragio, isto &, sua solubilidade na
membrana difere substancialmente. Um representante tipico de uma
membrana homogénea € um filme de borracha de silicona.

Membranas porosas podem ser produzidas pelo método 1 someﬁte

quando se utiliza sistemas heterogéneos p. aex., adicionando




substincias gque possam ser posteriocrmente extraidas). Mais ainda, &
possivel criar poros em um filme polimérice , isto &, por estiramento
do filme ou bombardeamento com fragmentos ou metais pesados induzidos
por neutrons e subseguente lixiviag3o.

0 processo de invers3o de fazse (mecanismo 23 geralmente
produz membrana microporosa do tipo siméirico ou assimeétrico.

A disting3c entre membranas simétricas e assimétricas & feita
em fungdio da distribuigdo de poros em sua estrutura. Em membranas
simétricas os poros s3c distribuides uniformemente ao longo da sscgBe
transversal da membrana, ndo existindo variagBes muite grandes de
tamanho de poros. A estrutura de uma membrana assimsirica & formada
por uma camada polimérica fina e densa {(de 0,4a 2 pm?» =obre uma
sub~camada espessa e altamente porosma (de 100 a 200 gm de espessuaral.
A  =sub~camada atua como um  suporte e geralmente nioe afeta as
caracteristicas de separagdc ou a taxa de filtragdoc da membrana em
processos: gue utilizam press3c como forga propulsora de fluxo. Como a
velocidade de filtragio em processos de osmose reversa e de
ultrafiltragdo s3c inversamente proporcionais a espessura da camada
filtrante, membranas _ assimétricas mostram melhor desempenho e
membranas simétricas.

A maioria das membranas sintéticas dizmponiveis comercialmente
& produzida< pelo processo de inversio de fase, Negte processo, wuma
é.olugé“o peolimérica homogénea é levada a separacgdo de fase por meio da
entrada de um n3o-solvente e saida de solvente. Os procedimentos
possiveis =3ao:
ad o n3do-zclvente, gue atua como um agente coagulante, ¢ colocade em
éont.ato com a solugio polimérica na fase vapor.

b> a solugdo polimérica & preparada juntamente com o nao-solvente e



deixada evapmorar, O solvente ¢ selecionade de tal forma dgue seja
preferencialmente evaporado da solucdo.

¢> a solugico polimérica ¢ espalhada na forma de filme e diretament.e,
ou apés um Lempo de evaporagio, mergulhada em um banho de coagulag3o
contendo o nao-solvente (em geral &gua?, gque por sua vez & miscivel
com o solvente utilizado na preparacgio da solugBo polimérica.

Cada um dos procedimentos citados acima conduz a estruturas
especifinas_ de membranas mi.croporosas. A coagulaciio a partir de vapor
(ad leva a membranas simétricas, enquanto que o processo de svaporagio
t.otal b> e de imersdo-ceagulagdo Ced result.am em membranas

assimétricas:.

112 - Mecanismos de formagic de membranas microporosas

No  processe de imers3c-coagulagac, uma  solucfo  polimérica
aespathada =obre uma superficie (p. ex., uma placa de vidro) @ imersa
em um banho contendo o ndo-siolvente. No trabalho de Wijmans (9] &

considerado que a camada filtrante € formada por gelificacio e que a
Gamada poroasa {(suported & result.ado de separagio e fase
liquido-liquido, por mecanismo de nucleacBo e crescimento. O fator
determinante do tipo de separacio de fase an.vc;lviclo & a concentragio

local de polimero, no momentoe da coagulagao.

No primeiro  instante, apds a imersic axiste um rapido
esgotamento de =olvente do filme e uma penetragio de nao-solvente
relativamente pequena figura 1. Isto significa que a concentragao

do polimero na interface filme-banho aumenta e gue a fronteira &

atravessada no sentido 1 (Lransicdo de III para I>. A camada de gel



Figura 1 = Diagrama de fase ternario. A: solugiic polimérica de
partida; P: polimero; S: solvente; NS: n3o-solvente; C; ponto oritico;
I - gelificagSo; II - separagSo de fase ligquido-liquido; III - solugio

homogénea I9]

fina e den=a que & formada desta maneira, isto &, a camada filtrante,
ira atuar como uma resisténcia a difusSo do solventoe da solugio
polimérica para o nSo-solvente, Abaixo desta camada, a separagac iraé
ocorrer em uma concentracgiio baixa de polimeroc e alta de nao~solventea.
Neste caso, o tipo de separacSo sera separagio de fase liquido-liguido
no sentido 2 (Lransigdo de III para I1ID.

No caso de coagulagSc em presenca do nio-solvente na fase
vaper, a solu§5o polimérica de partida entra em contato com a £ ase
vapor saturada com o solvente usadoe na preparagic da solugio
poelimérica. Neste processo, nio ocorre saida de solvente da solugso,
mazs somente entrada de nEo-solvente. Assim, o© (nico mecanismo
possivel de separagic ¢ dado por separagac liquido-liquide <{(sentido 2>
¢ o resultado é a formagio de uma membrana microporosa sem a camada

denza, ou seja, simétrica.



No modelo proposto, a diregdoc das etapas de coagulac3o e,
portanto, a razfo de entrada de n3o-solvente e saida de solvente, s=3o
muito import-antes na estrutura da membrana resultante.

Frommer e Lancet [7] estudaram oz fatores gue governam a
formag3c de poros em membranas assimétricas de acetato de celulosme.
Os resultados obtidos comprovaram gque a formagioc de grandes cavidades
na estrutur-a da membrana esta relacionada com a alta velocidade de
coagulagdo <alta velocidade de entrada do nSo =zolvente> e depende da
natureza do solvente utilizado na solugic de partida. A mudanga no
tipo de s=olvente leva & mudanga nos  seguintes parametros: il
velocidade de saida de solvente; ii) velocidade de penetragio do
nac-solvente Cagua2 e 111d concentragioc de &gua necessaria para
coagular o acetato de celuloze da solugSo de partida.

A wvelocidade de precipitagdo depende da tendéncia do solvente
pure e do nao-soclvente em se misturarem e tambeém da volatilidade do
solv#nte utilizado. Foi wverificade gue aumentando~se a tendéncia de
mistura, a wvelocidade de coagulagic do polimero & aumentada, levando a
formagio de poros maiores na estrutura da membrana. Quando a solug3o
polimérica & preparada ocom um solvente volatil (pex., acetonad a
velocidade de precipitagio ¢ mais lenta. Isto ¢ explicado em termos
de contragdo do filme de polimero-acetona anterior a separacio de
fase, o gus acarreta diminuigic da velocidade de penetragde do
ndo~szolvente. O tipo de estrutura encontrada ¢ mais densa que em
membranas preparadas a partir de =molventes menos voliateis.

Na coagulag8io de filmes planos, parte da contraglic da fase
polimérica que acompanha a separagico de fase pode ser compensada por
uma redugio uniforme da sua espessura. A contragio do filme & dada

pela variagdo da espessura do filme espalhado inicialmente (300 um, em



gerald, em relagdc a es;-oessura do filme coagulade {(entre 60 e BO pom,
para a solug3o de acetato de celulose e acetonad.

Outro parametro estudado neste trabalho & a influéncia do
periodo de exposiglc ao ar sobre a estrutura da membrana A espessura
da camada Superic;r (camada f iltrante, mais densa? aumenta com o
aumento no  periodo de evaporagio do solvente, anterior 3 imers=S5c no
banho de coagulagio. 0 processo que ocorre durante a2 imersdo de um
filme parcialmente gelificado ¢ diferente daquele gue ocorre durante a
imer=s=3o da =olugio recém espalhada. Desta forma a membrana resultante
pode cqnt,ar desde estrutura porosa assimétrica até sim&trica,
dependendo apenas do periodo de evaporacSo.

Strathmann e Kock [10, 111 também discutiram a f‘érma;ﬁo de
membranas =imétricas e assimétricas oblidaz por coagulagdc de uma
solugdoc pelimérica. Estes autores interpretaram as estruturas obtidas
por microscopia eletrénica em fung@o de aspectos termodinamicos e
cinéticos ass=ociados ao processo de separacSc de fase. Uma explicagdo
satisfatéria para a formagdco de membranas porosas ¢ apresentada a
seguir, =em utilizar o mecanismo de gelificagio proposto
anteriorment.=.

Dur-ante a formag3o da membrana o sistema muda da composigSo
A, gue representa a solugdo inicial de polimero, para a c‘:c:mposiq&im G,
que representé a membrana final. Na composigio € duas fases estio em
equilibrio, uma fase =élida {(rica em polimero? gue forma a estrutura
da membrana, representada pelo ponto E, e uma fase liquida (pobre em
polimero? que constitui os poros das membranas preenchidos com
n3o-solvente. O ponto B ao longo do caminho & a concentracg3o na gual
tem inicio a coagulagdo do polimerc e o ponto D representa a

composigic mna qual a solug3oc gelifica. Durante a coagulagSc , mais



Figura 2 - Diagrama de fase de um =izstema polimero-solvente -
aoagulante, mostrande o caminho de coagulacgio de uma solucgSo

polimérica durante a formagico da membrana (101

solvente & perdido e a viscosidade da fame rica em polimerce aumenta.
Em um dado ponto, a viscosidade ¢ suficientemente alta e o polimero é
congiderado como um sdélido (ponto D2

Duas diferentes técnicas =sio representadas na figura 3 para

coagulagic - de membranasm. No primeiro método o coagulante &
introduzide = partir da fase wvapor. Neste caso a coagulagdo ¢ muito
lenta, originando uma estrutura homogénea. Esta estrutura pode ser

analisada guando s3o0 consideradas mudangas de concentragdoc de solvente
e de n3o-solvente durante o processo de coagulagio. A etapa limitante

do transporte de nic-solvente dentro da solugdo é dada por uma difus3o

lenta na fase adjacente A& superficie do filme. Isto produz um perfil
de concentragio uniforme ne interior do filme e +toda a solug3o
polimérica coagula praticamente ao mesmo tempo. Em uma escala

microscépica aparecem areas de concentragfes altas e  baixas der

polimeros devido aos centros de nucleagdo formados.
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Figura 3 - Perfil de concentragac do coagulante na solugdo polimérica

durante tempos diferentes de formagio da estrutura da membrana [10L

No segunde procedimento de preparagio de membrana, o
coagulante & adicionado por imers3o do filme polimérice em um banho
liquido. Nesite caso a coagulagio ¢ muito rapida, levando a formag3o
de uma membrana com camada densa. A caracteristica mais importante
aqui & que os. gradientes de concentrag3o de todos os componentes s3o
bastante acentuados na interface membrana-coagulante, Quando o filme
é mergulhado no coagulante o solvente difunde para a solugio

coagulante e este penetra no filme. Na superficie do filme a
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concentragio do caagulaﬁte logo atinge um valor que leva A separaglo
de fase. MNo interior, entretanto, a concentragico de polimero esta
ainda distante da concentragio limite para a separagSo de fase.
Assim, a separacgho de fase ocorre inicialmente na superficie do filme,
onde, dewvide ao acentiado gradiente de potencial guimice do polimero,
existe movimento do mesmo na diregfo perpendicular a superficie. Este
efeito caussm  um aument-m' da concentragSo de peolimero na camada
superficial, formando .a camada densa da membrana assimétrica. Tal
camada limita o transporte de coagulante dentro da =olugdo = os perfis
de concentracgio no interior da solugdo se tornam menos acentuados.

Oz mecanismos de formagdo de membranas microporosnss
apresentadost acima foram discutidos a partir da interpretagdo de
diagramas de fase classicos. Uma anilise detalhada do mecanismo
envolvido na formagfo de estruturas em uma dada membrana depende ni3o
s6 do conhecimento do diagrama de fase do sistema, mas tambem da
cinética de =meparacfo de fase do processo de coagulagio.

Membranas microporosas podem também ser produzidas a partixc
de uma blenda de diferentes polimeros [12, 131 Uma blenda polimérica
homogénea ¢ formada por dois ou mais polimeros misciveis. Esté
miscibilidade possibilita a obtengS3c de um material que combine as
propriedades dos polimeros. que compSem a blenda. Entretanto, a grande
maioria dos pélimeros =30 termodinamicamente incompativeis, exceto em
alguns casos onde existem interagdes especificas [141

Um exemplo de membrana polimérica obtida a partir de uma
blenda & o par miscivel de poli¢fluoreto de wvinilideno? e polidacetato
de vinilad, que combina polimero hidrafébico .e hidrofilico (151,
Também explorando ”est.a caracteristica, foram preparadas membranas a

partir da blenda de polisulfona e politvinilpirrolidonay por Cabasso e
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colaboradeores [16, 171 0 trabalho deste autor envolveu a produgdo de

suportes Porosos de fibras doas de polisulfona utilizando
polidvinilpirrolidonal ou polifetilenoglicol) SoOmo aditivo parss
aumentar = viscosidade da solugio polimérica, Um resultado

interessante deste +{trabalhe foi que a adigdo de politvinilpirrolidonal

& polisulfona resultava em membranas mais permeaveis.

144 - Objetivo

O objetivoe principal desta etapa do trabalho, foi desenvaolver
membranas de ultrafiliracdc de alta permeabilidade, a partir da blenda
de polisulfona - poli{vinilpirrolidonabl. Outro ob jetivo foi
investigar © efeito de tratamentos posteriores a coagulagSc sobre o

demempenho da membrana obtida.
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12 - Parte experimental

O= experimentos relatados neste capitulo foram conduzidos no
Departament.c de Membranas do National Chemical Laboratory for

Industry, em. Tsukuba, JapZo, sob a orientag3o do Dr. H. Masuda [181

124 - Materiais e equipamen.tpos

Polisulfona, (Mw = 46.000 g.molm‘), Union Carbide, P 3500.

Poli(n~vinil 2-pirrolidona>, <Mw = 10.000, 24.500, 40000 e
1% 16%° g.moel™™>, Tokyo Kased.

N-metil Z~pirreclidona, Nakarai Chemicals Ltd

Polidetileno zlicol> CMw =  1.000; 2.000; 4.000; 6.000 =]
20000 gmol *>, Tokyo Kasei.

Dextrana T500 e T2000 <MHw = 5 xi0° e 2 x 10° gmol™,
Pharmacia Fine Chemicals.

Albumina bovina (fragdo V2, lote W 85412, Nakarai Chemicals.

Gamaglobulina bovina {(frag3o 11>, n= .16?—22, Povide

Producten.

Analisador de Carboneo Tot.al, Shimadzu, TOC-500.
Cromatdgrafo Liquide de Alta Press3o. Jasco, TRI-ROTAL 1III e
coluna Toyo Soda, TSK GEL.

Microscépio Eletrénico de Varredura, Shimadzu, ASM-SX

1.22 +~ Preparagio das membranas
As membranas testadas em experimentos de ultrafiltracg3o foram
obtidas a partir de solugBes de polisulfona (PSf, Mw = 46000 e Mn =
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14.000 g.mc:.lm1 > 193 e polidvinilpirrolidonal PVP, Mw = <40.000
g.mol_i), utilizando-se n-~metil 2Z-pirrolidona {(NMP> como s=olvente. A=
solugBes fox~am preparadas dissolvendo-se inicialmente a poli sulfona
e, em seguidsa, adicionando-se a politvinilpirrolidonasl. As membranas
foram preparadaal apds a dizsolucio completa dos= polimeros,
utilizando-se para istco uma miquina de fabricagdc de membranas [20].
Esta maquina com pequenas alteragSes, foi posteriormente reproduzida e
utilizada no laboratério da Unicamp, sende descrita com detalhes na
segao I1.2.3.

A preparag3oc das membranas na maquina ¢ feita através J do
espalhamento da solugdo de polisulfona-poelitvinilpirrelidonal sobre
placas de vidro, de maneira a formar um filme de sclugico com espessura
inicial de @aproximadamente 200 gm. Este filme &, entdo, deixado
evaporar durante um certo tempo em ambiente com umidade relativa
inferior a <40 Apdés a evaporagdo, a placa de wvidro contendo a
solugiic polimérica & mergulhada em um banhe de Sgua fria, a
temperatura de aproximadamente 10°¢. Em alguns casios a evaporagao do
filme foi acompanhada de aquecimento, utilizando-ze para isto uma
lAmpada de infravermelho {6800 WD pogicionada a uma altura de 60 am.
Apdés a coagulagde em Agua fria, as membranas obt.idass foram
transferidas para um recipiente adequado e lavadas em corrente de agua

filt.rada, durante um dia.
1.2.3 ~ Tratamento das membranas

As membranas obtidas foram submetidas a 3 tipos de

tratamentos que 3o indicados abaixo:
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Tr-atamento Condig@es experimentais

Secagem 2 hs. em estufa a 60°C e

2 hs. em vacuo a &60°C,

Extragio do PVP 18 hs. em soxhlet com etanol
a 80°C.

Extragio do PVP" e 18 hs. em soxhlet com etancl,

secagem . 2 hs. em estufa a 60°C e

2 hs. em vacuo a 60°C.

.24 - Solug@es utilizadas em ultrafiltracio

As membranas foram avaliadas gquanto ao fluxe e retengic de
varias solugles, em experimentos de ultrafiltrac3o. Membranas n3o
tratadas e membranas submetidas A secagem foram caracterizadas em
experimentos de ultrafiltracSo com solugdes 0,1% <(m/md) de sulfato de
s6dio e 0,322 msm> de polidetileno glicdis) (Mw = 1.000; 2.000; 4.000;
6000 e 20000 g.mol_i). Por outro lado, as membranas submetidas a
extragSo foram avaliadas quanto ao fluxo e retengio de solugBes 0,3%
(m/m> de dextranas (Mw = 5 x 100 e 2 x 10° egmol™>.  Policetileno
glicdisd e dextranas s3o polimeros lineares disponiveis comercialmente
em varias massa molares médias. Devido a sua solubilidade em agua
estes solutos s8o frequentemente utilizados na caracterizagio de

membranas de ultrafiltragio [21 - 231,

Apos a realizacg3o dos experimentos de ultrafiltragio
descritos anteriormente, foram selecionadas asg membranas mais

adequadas a ultrafiltracgio de soluglies 0,3% (ms/m) de albumina (Muw =
67.000 g.mol "> e 0,8% (m/m> de gamaglobulina (Mw = 169.000 gmol .
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1.25 - Equipamento de ultrafiltragdo

0O equipamento utilizado em experimentos de ultraf iltragde ¢
apresentado esquematicamente na figura 4. Este equipamento abrange um
recipiente <o©nde cada =olugf@o utilizada para teste foi mantida sob
pressic, agitada e termostatizada. Inicialmente, 3 membrana (érea.
util = 12,6 com’> foi colocada sobre um suporte porosc de ago
inoxidavel e fixa A& base do recipiente com o auxilio de parafusos. Q
recipiente foi preenchido com 1,4 litros de =solugic de alimentagSc e
pressurizadco com  gas nitrogénio. A  solugdo foi continuamente
homogenizada por um agitador magndtico a 700 rpm, pomicionade a 5 mm

acima da menbrana.

Figura 4 - Equipamento de ultrafiltragi&o: 1 - saida de (filtrado; 2 -
O-ring; 3 - suporte de ago inoxidavel sinterizado; 4 ' = membrana; 5 -
agitador; 6 - camisa de termostatizagiio; 7 - entrada de Nz gasoso; 8 =

valvula de presszdo.
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1.2.6 - Expexrimentos de Ultrafiltrag3o

A solugSco ultrafiltrada foi recolhida em uma proveta de 10
ml, medindo—se © tempo e assim determinando-se o fluxce de filtrado. A
concentragie desta soluglio foi determinada através de analise de
carbono total em equipamentoc da Shimadzu.

Para misturas de proteinas, as concentragles de cada
componente foram determinadas utilizando-se um cromatdgrafo ligquido de
alta press&oc da Jasco, com colunas de gel da Toyo Soda.

Inicialmente, foi medido o fluxe de dgua dezmtilada através de
cada uma das membranss é posteriormente o fluxc o a concentragic do
filtrado para a8 diferentes solugles de alimentacsdo, em ordem
crescente de massa molar, O  procedimento utilizado consistiu em
desprezar o©s 10 mililitros iniciaiz de filtrado e rocolher 2 amostras
sucesgivas para medida de volume o anilise ds carbono.

No caso de proteinas, os experimentos de ultrafiltragic foram
conduzidos inicialmente com &gua e em seguida com solugdo de albumina.
Apés a ultrafiltragiic com solugBo de albumina foi feita limpeza da
superficie da membrana com pincel e sob fluxo de agua, Apos a limpeza
foi medido novamente o fluxo de Agua para confirmanr o
reestabeleciment.c do fluxe obtide anteriormente.

o fluxo de solugSc através da membrana foi obtido
dividindo-se o© veolume de solugSo ultrafiltrada pela Aarea util da
membrana e pelo Lémpo de ultrafiltragso. A retencgidc de soluto foi

calgulada segundo a equagso:

R = 1 - Cp ./ C,y 1D

onde CA @ '(".7F s8c as concentrages da solugdo de alimentagioc e do

filtrado, respectivamente. Foi admitido que n3o ocorrs mudanga
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significativa na concentragdo da solugido de alimentagio durante o

experimento, uma vez que o volume da solugido ¢ suficientemente grande.
Am pressfes utilizadas nos experimentos de ultraf iltrag3o

variaram em fungido da composigSo da membrana e do tipo de tratamento

a2 cgque foram submetidas.

127 - Microsmcopia eletrénica de varredura

As amostras para microscopia eletrénica de varredura foram
preparadas através - da fratura das membranas em nitrogénio liquido e
posterior metalizac8o com ouro [243 As amostras foram fotografadas

em microsudpio sletrdnico de varredura Shimadzu ASM-SX.

1.3 -~ Resultados e dimcussio
0 interesse em membranas de polisulfona & devido 2
estabilidade quimica, mecaénica e térmica deste peolimero [25]. Embora

este material tenha sido utilizado ne inicioc para a obteng3o de
suportes porosos de membralnas compdésitas 6], atuaimente easan
membranas s30 comercializadas para uma variedade de aplicacgBes em
processos de osmose reversa e ultrafiltragio [26].

Existem tres tipos comerciais de polisulfonas, com marcas
registradas de Udel, Radel e Vitrex [251. A polisulfona utilizada
neste t_rabalho ¢ a Udel, produzida pela Union Carbide. Sua estrutura

qﬁimica é a seguinte:

—3@@—@—

CH
CH3
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A escolha do solvente utilizado na obtengio da solugdo de
preparagio das membranas foi baseada nos mapas de solubilidade dos
componentes poliméricos [161 A n-metil 2-pirrolidona ¢ indicada como

um bom solvente para om dois polimeros.

134 -~ Efeito do tempo de evaporagdo & do aguecimento.

O efeito do tempo de evaporagdo durante a preparagdo da
membranas & apresentado na. figura 5. Nota-se que as membranas obtidas
a partir de filmes de solugSo que foram deixados evaporar durante 2
minutos, apresentam fluxe menor e retengdo maior que as membranas
obtidas sem evaporacdo anterior. Na mesma figura & também apresentado
o fluxe & =a retengdo de membranas obtidas com o mesmo tempoe de
evaporacgdo, porém sob aquecimento.

Em geral, quande o filme de soluglo polimérica & submetideo A
evaporagio antes de ser c¢oagulado, & formada uma camada mais
concentrada em sua superficie, que & responsavel pelo aumento da
espessura da camada superior da membrana 7, 271 Ezte resultado &
coerente com o gue foi obser§ado experimentalmente. Como a camada
superior se torna mais espessa e densa a resisténcia da membrana a
f luxo de molvente é ta:ﬁbém aumentada.

O aquecimentc durante a evaporagio de =solvente ¢ também
responsavel pelo mesmo efeito, porém aumentande a quantidade de
solvente evaporade, para o mesmo periodo de exposigio.

A= membranas utilizadas nos experimentos gque s3o descoritos a
seguir foram preparadas por espalhamenta de solugo e coagulagSo

imediata.
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1.32 ~ Efeito da variagio da composigio de PVP

E conhecido que a presenga de aditives na soluc;éio polimérica
afeta a estrutura final da membrana formada pois altera a velocidade
de coaguiagé‘ia da solugdo polimérica {13, 28L A utilizacioc de poli
(vinilpirrolidona> como aditive foi anteriormente discutida [12, 167
¢ fato de PVP/PSf/NMP formarem um sistema ternario homogéneo numa
larga faixa de composigSo e a alta selubilidade da PVP em agua
permitem obter, em principio, membranas de polisulfona mais

hidrofilicas & mais porosas.
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Nesmte trabalho foi observado que a adigdo de pequenas
quantidades de PVP na solug3o de PSf aumenta acentuadamente o fluxo de
Agua atravé=s da membrana resultante. Alguns resultados ilustrativos

=30 apresent.ados na tabela 2.

Tabela 2 - Efeito de pequenas quantidades de politvinilpirrolidonad

no desempenb:o de membranas de polisulfona.

Membrana . Composigao Tratamento Pressido Fluxo de
% PST ZPVP . (Kgrem®> Agua
<msmd <ms/md ' Cemssdx 107
1 20 o —_ 1,0 <0,4
2 20 2 — 1,0 4,4
3 20 2 extragao 0,4 2,9

O= dados apresentados na tabela 2 indicam gue o fluxo de &gua
¢ aumentadce com a adigSc de 2% de PVP em uma solucdoc polimérica
contendo 202« de PSf, nos dois tipos de membranas (nfo tratada =
" submetida a extragdod.

Na figura 6 a composigdo de PSf é mantida constante e igual a

20% (m/m) enquanto que a composigdo de PVP (Mw = 40.000 g-mold} )
aumantada de 1 a 2B {m./m>. Tedas as membranas preparadas foram
submetidas @&os tratamentos descoritos anteriormente. O efeito da
variag3o daa cmmpésiggo polimérica sobre a permeabilidade e
seletividade da membrana foi avaliado em experimentos de
ultrafiltracdo. O= resultados obtidos =30 apresentados na figura 6

que inclui: membranas nio tratadas Cigura 6a), membranas submetidas a
secagem dfigura 6bd, a extragio d(figura 6cd e a extragio e sécagem

(figura 6d).

21



3
o s
>
—— ,4—.
T
(7]
e 3| 2
O
© =
- [
O ol b
< L
S &
“—j o
Li- it o~
PEG20CC0O~
o1 2 5 10 15 20 25
% PVP {m/m)
4
L
= B e B B 10
> 3"’ /e o
.lf" ™ lg
@ (b) o
= 5 - PEG 4000 ]:
L o
2 32
% ,
I i
i

012 5 10 15 20 25
% PVP {m/m)

Figura &6 - Ultraf iliraqﬁo de soclugBes aquosas de poliCetilenoglicois)

através de membranas preparadas a partir de solugldo 20% (m/m) de PST e

composigd3o variada de PVP. (a) membrana n3io tratada P = 1 Kg;.c:m_z) e

(b) membrana submetida & secagem <P = & Kg.cm ).

22



L 14r
o 1100
O
> lg
=01 {C) =
w fud
: -
g DEXTRANA o
— 06 « T500 =50
g °° 2
= ™\ DEXTRANA
— T2000
AL
0,2
S | 1 2 L i ]
12 5 10 15 20 25
®% PVP {m/m)
1,4+
"
O W 4100
- O
= Ly
— L 2
am 1’0, =
- Ll
&= -
L _ _DEXTRANA S’:’
Q osf T500 lso =
e
- )
= DEXTRANA ™
L T 2000
0,2+
o112 5 10 15 20 25
°% PVP (m/m)
Figura 6 =~ Ultrafiltrac3c de solugBes aquosas de dextranas atraveés de

membranas preparadas a partir de solug8c 20% (m/m> de PSf e composicio
variada de PVP. (¢) membrana submetida a extracio (P = 0,4 Kg.cmmz) =)

(4> membrana submetida a extragdo e secagem (P = 0,4 Kg.cmnz).

23



Membranas submetidas ao tratamento de extragSo apresentaram
diminuicdo de fluxo com o aumento da concentragio de PVP entre 1% e
15% <msm. Nota-se também que as retencgBes de solugles de dextrana
=30 superioras a 90% dentro da faixa de concentragio de PVP estudada.

Para analisar o efeito da quantidade de PVYP adicionads sobre
as caracteristicas das membranas obiidas ¢ também necessario avaliar a
variagcio da microestrutura destas membranas. Faces de fraturas de
membranas observadas sob -micrascépie elet.rdnico de varredura indicam
mudangas estruturais bastante acentuadas em fung3o da guantidade de
PVYP. As micrografias apresentadas na figura 7 mostram uma estrutura
esponjosa & oconbtinua de uma face a ocutra da membrana. A figura 8
ilustra estruturas com cavidades maiores, gue aumentam de tamanho a
medida que =e afasta da camada superficial. As dimensles dos porosm da
camada filtrante superficial impedem que os mesmos =ejam observados em
micrografias de varredura. |

A formagio de estruturas ne interior de membranas obtidas
atraves do processo de invers3o de fasze & fungdo, principalmente, da
velocidade de entrada de n3o sélvente na solugdo polimérica e da forma
dos dominio%s: originados durante a separagio de fase [7, 201 Este
fator & influanciadcs. pela viscosidade da ‘soluc;é'o. Membranas de
ult.rafiltragSc obtidas a partir de um (nico polimere geralmente
apresentam aumento no tamanho das cavidades internas a medida gque a
vigscomidade da solugio de partida ¢ diminuida [29, 301

Neste trabalho, o efeitc do aumento da concentrac3o do
segundo polimeroc também pode ser relacionado ao aumento da viscosidade
da solugdo de partida. SolugBes com maior teor de PVP =3¢ mais
viscosas, a velocidade de entrada da Agua é menor e o resultado final
€ a obtengio de membranas com poros maiz uniformes, sem a presenga de
grandes cavidadés. A presenga de grandes cavidades ¢ geralmente
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indese javel pois a membrana com estas caracteristicas é mais
suscetivel a empacotamento sob press3Ho. Além diss=so, quanto maior a
concentragio de PVP na solugdo, provavelmente, maior serd a quantidade
de Agua necessaria para que seja atingida a condigSic de separacSo de
fases. Assim, na solugi3o contendo maior quantidade de PVP, guandoe a
separagidc de fase =e inicia, a Agua ja se encontra mais uniformements
digtribuida, originande poros mais uniformes. Porém, uma discuss3o
mais detalhada seria somente possivel a partir do conhecimento dos

diagramas de fase para este sistema.

1.3.3 - Efeito dos tratamentos posteriores a coagulagdo

O= tratamentos de secagem e extracfio de membranas de PS{/PVP
envolveram o aquecimento das mesmas a temperaturas de 60 e BGQG_,
respectivamente. O efeito de secagem =sob aquecimento de membranas de
poli sulfona foi também investigado em trabalho anterior [311

Como resultado foi observada a redugio de fluxe através das
membranas, que rode ser atribuida A contrac3o de poros por
aquecimento. Em temperaturas mais elevadas, a mobilidade das cadeias
poliméricas € maior, provocando uma alteragSc nas morfologias dos
poro=s, | |

Analisando-ze as pressBes utilizadas nos experimentos de
ultrafiltrac3o apresentados na figura 6, observou-se que as membranas
submetidas a tratamentos de extrag3oc apresentaram permeabilidade mais
elevada. Estes resultados indicam que apés a preparacio das membranas
e sua lavagem exaustiva com &gua, tratamento comum em todos os casos,
uma fracdo de PVP ainda permanece na estrutura da membrana. Como
etanol ¢ melhor solvente de PVP que a agua, a extraclo com este
solvente & mais efetiva pois & ainda feita a temparaﬂura mais slevads.
Esta dltima af ifmagﬁo foi aomtatada através da analise de residuos de
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PVP no etanol utilizado na extragdo. Portanto, o© maior fluxo de
solugBes através de membranas submetidas a extragio deve-=e a um
aument.oc no tamanho médioc de poros, resultante da saida de uma

guantidade maior de PVP durante a extracgio.

134 - Efeito da massa molar de PVP

O =feito da massalmolar de PVFP nas caracteristicas de fluxo e
retengdo de rembranas obtidas a partir de 10% (n/m> de PSf e 10% {(m/md
de PVP, é apresentado na figura 9. Em primeiro lugar observa-se que o
aumento de massa molar de PVP provoca a diminuigdo de fluxe de aAgua e
aumento de reten;;ﬁié de =olutos, gquando as: membranas n3d3o =30 submetidas
a tratament.o. Por outro lado, membranas t{tratadas com etancl

apresentam aumento de f{luxe de aAgua com o aumento da massa molar de

PVP.

Parte dos poros da camada filtrante & formada pela extragso
do PVP do filme formado pela blenda PSfAsPVP. 0 0 sistema ternario
PS{/PVP/NMFP €& homogéneo. Com a saida do solvente ocorre a separagfo
Vde fases de forma gque o filme final apresenta dominios distintos. 18]

tamanho ¢ a dist.ing;So destes dominiox depende da interacgio entre o=
doiz componentes poliméricos. Quanto maior a masza molar, menor € =a
miscibilidade e maiores =3o os dominios para uma mesma condigSc de
obtengdo do filme. Portanto, maiores serio os poros apds a extragio
de PVP por etanol Isto explica o© aumento na permeabilidade da
membrana (figura ¢ g:_ e dd.

Por outro lado, a extragdoc do PVP apenas com 2Agua ¢ menos
efetiva que a extragio com etanol Como a miscibilidade de pares
poliméricos aumenta com a diminuigdc da massa molar, em membranas com
PVP de baixa massa molar a extragio deste polimero é menos co:%pleta.
A presenca de uma pequena quantidade de PVP nos poros torna a membrana
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maie hidrofilica e, portanto, mais permeévél & Agua [32) Iisto
explica os resultados da figura 9 a e b.

A diminuig3oc do fluxo com aumento da massa molar de PVP em
membranas ndo tratadas pode ser também atribuido ao aumento da
viscogidade da solugdo utilizada na preparagdc das wmembranas e, da
mesma forma discutida anteriormente, a estrutura 1 inal da membrana
obtida. O mesmo efeito de viscosidade & provavelmente mais acentuado

quando se utiliza PVP com massa molar igual a 1 X 10° g.mofi.

1.38 = Ultrafiltrag3o de proteinas

0 desempenho de membranas de PS{/PVP na ult.rafiltracgdo de
solugles de albumina e gamaglobulina & apresentade nas figuras 10 =
11, em fungHo do tempo de ult.rafiltragio e da presmio aplicada,
respectivamente.

Na figura 10 observa-se que o fluxo através das duas

membranas decresce com o tempo enquanto que a retengio aumenta. 0
fluxo de Agua nio é indicade nas: figura=s, mas e mant.ém
aproximadamente constante 'neste intervaloe de tempo. Este ditime

resultado pode ser usado para justificar que o efeito de ccmpactaggo
da membrana ¢ desprezivel quande a press3o 'aplic:ada & inferior a 0,4
kg.cm -,

0 efeito da pressSo sobre o fluxo de &gua e das solugfes de
proteinas indica uma dependéncia linear e crescente, porém mais
acentuada na ultraf iltragdo de agua. Isto indica que o aumen{.m de
pressio favorece a maior vazio de sol§ente e, portanto, o maior
acGmulo de =oluto retido sobre a membrana. Este acimulo &, portanto,

responsavel pelo aumento da re=zisténcia a flaxo.
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Gr-ace [331 estudou o© mecanismo de transferéncia de massa
através de substratos porosos, obtendo as seguintes expressles parsa

dois tipos de causas de redugfo de fluxo com o tempo em f iltrag3o:
a> mecanizsmo de bloqueic ou entupimento

- 2>

b> mecanismo de formagdo de bolo

Lt o Ke VO + 3 3D

Vv , 2 Qo

onde Ki,’ Kc, Qo =50 constantes, ¢ & o Lempo, ¥V & o volume de filtrado
ml> e Q@ €& a vazdo (ml/mind. Estes dois fatores de redugio de fluxo
s30 denominados de polarizagZoc em processos de separagio por membrana.

Os resultados de ultrafiltraglo de solugio de albumina =Ho
satisfatoriamente representados pelo mecanismo de blogqueio, <ujo
comportamento @ doescrito pesla equa;;'a’o 2. Neste caso, cCOMo & mMembilana
& parcialmente permeavel a moléculas de albumina, duranta a
ultrafiltragdio oz poros da ‘membrana se tornam gradualmente bloqueados
pelo actimulo de soluto sobre a superficie da membrana. Este bio@eio
é reponsavel pela redugic do tamanho meédio de poros da membrana e o©
conseqgquente aumento da retengic de moléculas de albumina, Os
resultados apresentados na figura 10 mosiram diminuigdo de fluxo de © x
10—3 a 1,5 == 10_3 4c=mts-"L e aumento de retengdo de 20 a TE¥, apom 3
horas de ultrafiltragdo. A curva apresentada na figura 12 <a), obtlida
a par-bir da equacgSio 2, mostra desvio da linearidade esperada, a partir
de 150 minutos de experimento. Este comportamento pode ser resultante
da mudanga de mecanismo de blogqueio de poros para mecanismo de
formagdo de bolo {oquagio B3> uma vez dque acima dest-e. tempo a retengao

da moembrana j& é bastante elevada.
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Pox outro lado, na ult.raf ilt,r;ag;"a"o de solugles de
gamaglobulina as reteng®es obtidas foram superiores a 30%. Os=
resultados destes experimentos podem ser melhor ajustados a equagio 3
que corresponde ac mecanismo de actmulo e formag3o de bolo. A figura
12 (b> apresenta a reta obtida a partir de. resultados experimentais,
segundo a equagdo 3. A resisténcia da camada acumulada ¢bolod & maior
(iue a resismténcia ao fluxo da prépria membrana, pois o fluxo de agua
€, pelo menos, duas vezes superior ao fluxo da solug3o de proteina.

0O mecanismo sugeridoe para a ultraf iltragdo de gamaglobulina
é, portanto, o de formagic e crescimente de um depésito do tipo bolo
sobre a superficie da membrana. A partir de tempos mais longos do gus
o periodo investigado neste trabalho & possivel atingir um regime
estacionario onde o crescimento da camada acumulada seja equilibrado
dinamicamente pela dissipagfo do solute por agitac3o. A partir deste
tempo o fluxo de solugdo através da membrana se torna constante.

Como os resultados anteriores sugerem, n3ic & possivel obter
fracionamento destas proteinas apesar da membrana apresentar
resultados iniciais de retengio bastante convenientes guando as
proteinas s3&@o ultrafiltradas separadamente. Isto porque o mecanismo
de entupimento de poros .e acamulo de solutos ‘retidqs sobre a membrana
& desfavoravel ao  que seria desejavel, ou =eja, retencgdo de
gamaglobulina e transferéncia de albumina para o filtrado.

A polarizagio em ultraf iltrag8c ¢, portanto, o problema
limitante do fracionamento de solutos gque diferem em suas massas
molares. Este problema sera discutido mais detalhamente no proéximo

capitulo,
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11 - METODOS DE FRACIONAMENTC E CONCENTRAGAXO DE PROTEINAS DE SORO

1I.1 - Introdugio

E rTeconhecido que a purificacsSo € a etapa economicamente mais
importante mno processamento de biomoléculas. Especialmente no casc de
proteinas, existe a necessidade de separa-las de um materizat de
partida complexo =3 purifica~las para aplicagtes farmacéuticas e

alimenticias (341

O= metodos iniciais de isolamento de proteinas aram
empiricos, lentos e muito trabalhosos. Com o desenvelvimento de novos
processos =] o conhecimento mais definido de propriedades

fisico~quimicas e biolégicas foi possivel avangar bastante nesta area.
Porém, o igolamento de proteinas e ocutras moléculas bioldgicas
continua sendo uma arte elaborada. Isto porqgue n3do existe um meétodo
Unico ou um conjunto de métodos aplicaveis a tedas, indistintamente.
Nz maioria dos casos, a solugdo de um determinade problema requer a
utilizag8e de varias técnicas para gque se obtenha o grau de
purificagado dese jado.

Como proteinas sio polieletrdélitos com massa molar definida e
fungdes biologicas especificas, os métodos de fracionamento existentes
podem explorar suas propriedades macromoeoleculares, eletroliticas ou
biologicas. As propriedades citadas s3o: massa melar, ‘ solubilidade,

carga elétrica, adsorgdc e afinidade por outras moléculas, bioldgicas

ou ndo.

A técnica principal utilizada em escala de laboratdrice para
fracionamento e purificagido de proteinas ¢ a cromatografia [351.
Frequentemente =30 utilizadas cromatografia de troca idnica, de
permeagio em gel e de afinidade, ou bhicespecifica [36~381. o

principio de cromatografia de afinidade ¢ similar a0 de outrozm tLipos
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de cromatografia em coluna, diferindo apenas . no aspecto especifico das
interagBes entre as proteinas e o suporte.

Existem ainda outros métodos propostos na literatura para o
fracionament.o de proteinas de soro sanguineo: eletroforese preparativa
{39, 401; ultracentrifugacso £41~431; focalizagso izoelétriaa e
partigioc em sistemas agquosos bifasicos {447 Neste Ultimo =3o
utilizados polimeros de alta massa molar, tais «ome dextranas e
poliCetileno glicdisd, como agéntes de separacgioc de fases.

O fracionamento de proteinas de soro objetiva a obtengZo dos
seguintes preodutos de importéncia clinica: albumina; frag3c protéica
do plasmé Coom concentracgio de albumina ac redor de 80%2; globulinas;
complexo de fotorrombina (Mw = 63.000 g.mol™>; fator antihemofilice e
fibrinogénic (Mw = 330000 gmol > [341 Em escala industrial,
alguns dos métodos citados, tais como filtrag8co em gel, s3c utilizados
em combinagdo com técnicas de precipitag3o para preparar proteinas de
soro purificadass. Isto porgue a maioria dos métodos s3do caros e
dificeis de serem aplicadeos em larga escala, porém =30 convenientes
quando utilizados em conjunto com os concentrados brutos obtidos por

precipitagio (451

I1.11l. Precipitagdo fracionada

Este  método utiliza o diferengas de soh‘.;bilidade de
proteinas em solugdo, gue sao acentuadas através de variagBes na
composigic da solugdo. Na maioria dos casos, € necessario que a
proteina desejada seja precipitada reversivelmente para garantir sua
atividade biolégica [36L

O método utilizado correntemente para o fracionamento de
proteinas de soro foi inicialmente proposto por Cohn e colaboradores

[4453. 0 procedimento de purificagio envolve o ajuste apropriadoe  de
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pH, concent.xagic de etancl, concentragic de proteina, temperatura e
forga idnica da solugdo, de tal forma que as fragles protéicas de
interesse =e jam precipitadas. Estes precipitados =30, ent.3o,
recuperados= por centrifugacio ou filtragSo e submetidos a outras
étapas de precipitagio, até gue se atinja o grau de purificag3do
de=se jado.

Por exemplo, a albumina & obtida na quinta fragdo
precipitada, apds reduqﬁo dﬁ pH a 4,8 e em uma solugga contendo 402 de
etanocl, A temperatura de ~57Q. Para  aplicag@es clinicas, & necessario
reduzir a gquantidade de eletrdélito neste precipitado. A redug.%'c;" do
excesse de sal, gue corresponde aproximadamente a 85% de gloretoe de
sédio, & feita através da redissolugdo a quente do precipitado, em uma
solugdo aquosa contendo 10% de etanol Aumentando~se novamente a
concentragio de etanol para 40% e a temperatura de -5°¢, obtem-se um
nove precipitado com 2% de sal que é posteriormente liofilizado.

O método de Cohn & frequentemente ulilizado em preparacBes de
proteinas do soro em larga escala, devido ao seu menor custo em
relagio a outros métodos. Porém, ¢ um métode que envolve muitas
etapas, cujo rendimento depende da qualidade de controle das condigBes
de precipitagio e de purificacio dos precipitados obtidos.

Métodos alternativos para a separagSo de sais e etanol dos
precipitados obtides pelo métode de Cohn incluem: f'ilt,ralnqiic em gel
[47], eletrodialise {481 e | ultrafiltragdo [491 Estes métodos sHo
economicamente vantajosos em relagdoc a purificagSo por reprecipitagio
e liofilizag3o. Tanto a ultrafiltragio como a eletrodialise
apresentam uma vantagem adicional em relagdo a filtragdo em gel, pois
a solugioc € concentrada a medida que =30 eliminados os contaminantes.
Na filtrac3oc em gel, a solugdoc final obtida &, pelo menos, duas vezes

diluida em rela;;i‘?\'a a iniciél. Um problema adicional a este método & a
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neces=idade de grande gquantidade de Agua ultrapura, para evitar a
introdugSo de contaminantes no produto f inal.

Na tabela 3 o método classico de dializse e liofilizagio &
comparado com a ultrafiltragic, mostrande um balango favoravel a esta

altima, em es=cala industrial.

Tabela 3 - Comparagio entre os processos de liofilizagdo e de
ultrafiltracSo na produgdo de solugles concentradas de albumina de

soro [491

Dialise ~ Ultrafiltracgdo
LiofilizagHo
Tempo de um ciclo
de operagdo 48 h=s 8 hs
Energia Elétrica 8 a 10 KVA 1 KVYA
Rendimento 93 ~ ¢B% o8 - 07,55

USS$s 40000 a
Custo esst.imado 50.000 UsE 10.000

11.1.2 - Cromatografia de permeacgio em gel

Um dos métodos mais Uteis para a separagdo de proteinas em
fungS3o de seu tamanho é a cromatografia de exclusSo molecular, tamb&m
conhecida como filtragdo em gel Neste método, a migtura de
proteinas, dissolvidas em um tampdo adequado, f lui por gravidade
atraveées de umsa coluna preenchida inicialmente por esferas
microscopicas porosas de um material polimérice inerte e que =se

encontram equilibradas no mesmeoc tamp3o.
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Quande uma solugSo de proteinas ¢ introduzida na coluna, as
proteinas de tamanhos moleculares diversos penetram os poros externos
do gel, em diferentes graus. Moléculas muito grandes nio podem
penetrar o= poros e 250 excluidas. Por outro lado, as moléculas
pequenas conseguem penetrar os poros livremente e como consequéncia
ter3c um maAaior percurso dque as moléculas maiores.

O= tempos de retengio das diferentes espécies wvariam
inversament.e com os tamanhos meleculares. Desta forma, as moléculas
maiores serfio eluidas e ceoletadas em primeiro lugar na saida da coluna
e as menores por ultimo. A detecgio das fragSes eluidas é geraiménte
feita por método=m espectrofotomeétricos [451

Os: materiais utilizados comercialmente para formagio do gel

=30, por exemplo, dextranas reticuladas (Sephadex =) Sephacryil,
agarose (Sepharose), peliacrilamida (Bio-geld, vidro poros=c
(RBio-glass) e géis de poliestireno (Styrageld. Variando-se o material

formador de gel e seu tamanho de poros, ¢ possivel separar e estudar
por cromatografia solutos de massa molar entre algumas centenas ate
milhSes: de g.mol—i. Por exemplo, os varios tipos comerciais de
Sephacryl diferem no grau de reticulag@o interna da molécula de
dextrana e, aszim, em seu grau de entumescimento por solvente e sua
faixa de fracionamento de solutos (501

A cromatografia de perméaqgo em gel tem papel i%portante na
purificagdo e caracterizacio de milhares de proteinas, enzimass,
polissacarideos e outras moleculas bioldgicas. Ezta técnica permite a
determinagio de massa meolar e tamanho de proteinas nativas ou
desnaturadas sob uma wvariedade de condigBes de pH, forga idnica,
temperatura, etaq.

Os resultados de cromatografia de permeaglio em gel =s3o

obtidos através de um diagrama de eluigo que indica a variag3c da
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concentracio de soluto em f ungdo do volume de eluente que flui atravésm
da coluna. Para proteinas, ¢ utilizada frequentemente a detecg&'o
continua, wusando monitor de UV, Neste diagrama, o volume de eluigdo

de uma dada proteina (Ved> corresponde aoc volume de esluigio no ponto

maximo do pice {Ligura 130

Proteina

<
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~I 11
m i;
S | \
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Figura 13 -~ Cromatograma de permeagdo em gel indicando o volume de

oluigBo de uma amostra de proteina.

Normalmente, em filtrag3c em gel com Sephadex, Sepharose ou
Sephacryl, os seclutoz tém 'part-igao linear ao longo da coluna de gel e

oz picos obtidos s3o simétricos.

O wvolume de eluicdo ndo ¢ suficiente para definir o
comportamento de uma amostra, peoim este parémetro varia com © volume

total da coluna V1> e com a forma de empacotamento. A eluicao de um
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solut.o ¢ melhor caracterizada por um coeficiente de distribuicio, Ka:

Ve - Vo
Kéd = — <45
Vs

Vo ¢ chamado de wvolume vazic e corresponde ao volume de eluig3c de
moléculas de =soluto maiores gue os poros do gel, pois estas serdo
distribuidas somente na fase mdovel Jou external. ¥e & o wvolume da
fase estacionaria gque, neste camo, corresponde aoc volume de =solvente
dentro do gel e pode ser obtide através do volume de eluigdo de

moléculas de =moluto suficientemente pequenas em relagdo aos poros do

gel, subtraidoe do volume vazio. Am=im, Kd representa a fracioc da fase
estacionaria disponivel para a difusSc de uma dada proteina. Na
pratica, ¢ mais conveniente substituir Ve por Vi = Vo, entio:
Ve - Vo
Kav 2 e 8>
Vi ~ Ve
Como Vi - Vo inclui o volume de gel que € inacessivel a todas as

moléculas, Kav ndo ¢ um coeficiente de partigic real.

A partir da determinag8o dos volumes de eluigdo de .proteinas
puras com massas molares conhecidas e do volume vazio, com uma
proteina de massa molar maior gue o limite méximo de fracionamento do
gel, & possivel construir um grafico de Kev em fungdo de massa molar.
Desta maneira, uma coluna empacotada com um determinado gel pode =mer
calibrada para caracterizar amostras de massas molares desconhecidass.

Este método ¢ muito utilizado em escala de laboratdrio para
separagdo e purificagio de proteinas do plasma devido a sua eficidéncia
e rendimentco. O mesmo ndo ocorre de forma ampla em escala industrial,

como foi discutido anteriormente. Além do problema de diluigSo
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existem duss difculdades principais gue tornam o processo desvantajoso
indugtrialmente. Em primenrco lugar, a cromatografia nico 6 um processo
continuo & & taxa de transferéncia de massa através da matriz é muito
baixa, O segunde problema estéd  relacionade ace custo slevado de

instalagic e manutengdo do equipamento (441

11.1.3 - Ultrafiltrag3o

Ultrafiitragiéo ¢ wum processo de separagdc por membrana que

utiliza pressSo hidrostatica como forga motriz, O principic basico de
ultrafiltracgio ¢ mostrado esguematicamente na figura 14. Quando @
aplicada pyeossio hidrostatica no compartimento de alimentagdo,

solvente e scluto de peguenc tamanho atravessam a membrana coOomo
filtradeo, endquantc que solutos maliores sdo retidos pela membrana e

concentrados [1l

O ° '
o O | = alimentacio
-— Membrana

o O - filtrado

Figura 14 — Representagiio esqueméatica do principio béasico de operagso

de ultrafiltragdo (11
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O mecanismo de separagdo em ultrafiltragio £, em principio,
governado mapenas pela diferenga de tamanho entre as moléculas de
solute e a membrana. O mesmo principio é aplicado também em outros
processos de membrana, tais como microfiltracio e osmose-rsversa. A
diferenga basica entre estes tres processos € dada pelo tamanho das
particulas ou meléculas que podem ser retidas pelas varias membranss.
Desta forma, a cada um dos processos estad associada uma faixa de

tamanhoe médio de poros da membrana utilizada [2)

MICROFILTRAGAC: 0,2 a 10 pm (d.é., 200 a 10000 Ad.
BLTRAFILTRAGAC: 0,004 & 0,02 um {.é., 10 a 200 AD ou 300 a 300000
z.mol™, em proteinas globulares.

OSMOSE~REVERSA: 0,0001 & 0,004 um (Gé., 1 a 10 AD.

A figura 15, mostra alguns exemplos de moléculas ou
particulas gue =s3o retidas pela membrana e as que podem permed-la em
cada processo. Assim, protein;s, carboidratos ou polimeros podem ser
concentradc:ﬁ, desidratados ou dessalinizados em ultrafiltracio. Por
outro lado, os sais que permeiam membranas de ultrafiltragio podem ser
retidos por membranas de osmose-reversa [51l

Outro aspecto gque normalmente € considerado na disting3o
entre o= trés processos € a faixa de press3co hidrostatica utilizada.
Q.uando as moléculas a serem concentradas =s3oc muito pegquenas, por
exemple com massa molar abaixe de 1000 gmol™?, a pressSo osmética da
solugSo =e torna significativa e, portanto, n3do pode =mer negligenciada
em relagdo 4 press3co hidrostatica aplicada. Desta maneira, )
incremento de press3o hidrostatica utilizada em osmose-~reversa e de 20
a 100 atms, em ultrafijtragSo é de 1 a 10 atms e em microfiltragio de

0,1 a 1 atm @1, 2L
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figura 18 - Espécies que podem ser retidas nos tres processos de

separagac por membranas [Sil

O processo de ultrafiltragdo comegou a se desenvolver como um
processo pratico de concentracgdo e  purificagdo de soluges
macromoleculares e coloidais a partir de 1960. C crescente interesse
neste processo foi acompanhado pelo desenvolvimento de membranas de
alto fluxo | 2 capazes de distinguir espécies macromoleculares de
;iiferentes tamanhos.

Na pratica, o processo passou a ser uma alternativa para wumn
grande numerc de unidades de operagSc no processamento de alimentos,
em industrias quimicas e farmacéuticas para a concentragf_io »
purificagio e esterilizagio de solugBes macromoleculares e coleoidais,
em escalas de laboratério e industrial [52]. O ﬁrocesso tem corescido

muito e foi estimado que em 1982 atingia um mercadoe internacional de
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50 milhSes de délares por ano, dos quais‘ 78% =3c destinados a
jindustria e © restante a aplicagBes de laboratério (21

Una das maiores aplicagBes de ultrafiltragdo, em escala
industrial, & na substituigSo de secagem por aquecimento e svaporagio
a  VAaouo. Nz secagem convencional de alimentos, por exemplo, grande
parte do aroma original, da textura, cor e mesmo valor nutritive =mZo
perdidos pox degradacioc térmica. A ultrafiltragdo evita grande parte
dos riscos associados ac processo de secagem convencional que envolve
mudanga de fase [58l. O processo & atérmico e permite remocgio de até
Q0% de Agua, evitando degradagioc térmica e oxidativa. Além dissio,
come nfc acorrse mudanga de fase, sua aplicacgie evita ocorréncia  de
colapso de géis, quebra de emulsBes e danos mecanicos azsociados a0

congalamento [B3, B4l

As principais aplicagBes de ultrafiltragdo, am escala
industrial, =Zo: {i> recuperagioc de tintas; (ii> recuperagac de
lét,ek; ¢iiid recuperagio de alcool poli {vinilico2; (iuvd  separacgio

Aguassdleo e (L) purificagdo de farmacos e subsitincias biclbdgicas.

Muitas indastrias, principalmente as automobilisticas,
utilizam atualmente ultrafiltros para remover o excesso de agua e
impurezas de tintas, durante o processo de depésiggo eletrolitica.

Qutra aplicagic econdmica de ultrafiltragio €& na recuperagio
de latex de solugBes _reaiduais. Na produgioc de alcool polivinilico, o
processo & utilizado para concentrar a solugZo e permitir sua
reciclagem.

EmulsBSes aguarsdleo sio residuos industriais: muito comuns e de
dificil tratamento. As goticulas de 6éleo s3c raramente menores gue
0,4 pm e, portanto, podem ser retidas por uma membrana de
ultrafiltragdo (por exemplo,acetato de celulosed (51l

Existem numerosas aplicagfes de ultrafiltracio na indastria
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farmacéutica [5853. A  purificag3c de substancias Dbiologicamente
ativas a partir de solugBes diluidas ¢ um processo frequentemente
muito dificil. Materiais biologicos =30 muito =sen=ziveis a variagles

térmicas e quimicas do meic e isto limita as técnicas de purificagSo a

serem empregadas. Neste =mentido, o 'emprego de ultrafiltracic &
Jusstificado pelas seguintes vantagens: o processo utiliza baixas
pressties hidrostaticas; n3o ocorre mudanga de fase; ndo utiliza
reagentes quimicos; mantém a forga i6nica e o pH da solugsdoc

concentrada e, desta forma, evita a inativag§0 de enzimas & a
desnaturagdo de proteinas; concentra e purifica ac mesmoa tempo. Todas
emtas vantagens =omadas garantem {também sua wviabilidade econdmica
{541,

Em processamento de soro em larga escala, a ultrafiltragdo ¢
utilizada basicamente na dessalinizagio e na concentragio de s=solugles

obtidas em processos classicos de fracionamento por precipitacio [341

11.1.4 - Polarizacgio em ultrafiltragdo

Existem dois fendSmenos gque normalmente estio associados ao
processo de transferéncia de massa através de membrana e que alteram
suas caracteristicas intrinsecas de fluxo e reteng3do: i3> pelarizagdo
e Cii> adsorgao. No px;imeiro caso,existe uma tendéncia de solutos
retidos a e acumularem prdéyximos A superficie da membrana 'é medida que
o =olvente ¢ tLransferido. HA um aumento da concentragio de espécies

retidas em fungdo da diminuigdc da distancia entre um ponto no

interior da solug3o e a superficie da membrana. 0 segundo fendmenc é
decorrente de uma interagao especifica do solute com grupos
superficiais da membrana. HaA uma obstrugdec especifica de poros,
ocasmionada peala " deposigio seguida de aderéncia de solutos

macromoleculares sobre a superficie da membrana e as paredes dos
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poros. Esta obstrugio provoca uma redugso da porosidade da membrana,
ou seja, diminuigfo do tamanho médio de poroz (86, 571

0= tratamentos classicoes do fendmenc de polarizag8c em
transporte de massa seguem duas linhas que diferem na intepretagdo do
fendmeno, No caso de‘ solutos de baixa massa molar, a redugdc de fluxo
& atribuida =20 aumente da pressSc ozmdética da camada de solugdo
concentrada e, poz‘tanto,v A redugSic da pressaoc efetiva para o
transporte de massa. Em sistemas de massa molar elevada a pressSo
osmética € muito pequena e atribuirse a polarizacfo a formagdo de uma
camada gelificada sobre a superficie da membrana devida a alta
concentragdco de soluto acumulado (58I Neste caso, a redug?;ie de fluxo
é consequéncia do incremento de resisténcia hidréulica fornecido pela
camada de gel, que pode vir a ser dominante [61l.

Kozenski e Lightfoot [62] estudaram a ultrafiltragio ‘dé
soluges de albumina e atribuiram a redugso de fluxo de solvente ao
aumento da pressioc ozmética. Vilker (631 t.ambém esmtudou o
comportamento ‘destas sclugBes = obteve experimentalmente a
distribuigio de solute acumulade préximoe a superficie da membrana.
' Poi observado que a concentragio de albumina retida pode chegar a 60X
na superficie da membrana sem a evidéncia de formagdo de gel. Nestas
condigOes, a press3o osmética praticamente me iguala 2 pressiao
aplicada e, desta forma, limita o fluxo devide a diminuigdo da forga
propulsora do processo: AP - All [64, 651 O desvio da relagio entre
fluxo de =oclugSo através da membrana e pressio hidrostatica aplicada,

ocasionado por polarizagdo, é dado por [51k
AP - ANl

b = 62
Em 4+ Bp

onde Rm © Rp s8c am resisténcias de fluxo da membrana e da camad=x
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polarizada, respectivamente e All é a diferenga de pressio osmética da
'solug%io nasz duas interfaces membranas-solugio.

Varxrios trabalhos t.edricos e experimentais discutem 2 -
polarizagdc por concentragic e seu efeito sobre o fluxo de filtrado e
sobre a retengio da membrana [66-711

O modelo de camada de gel fol discutido inicialmente para
dispositivos de ultraf iltrégé‘b, onde se assume que a =solugio de
aiiment-ag&‘o' fivi em uma camada Jlaminar adjacente a superficie da
membrana <Cfigura 16D. Durante o -processo, atinge-se wum eslado
estacionarico gquando o transporte de solutc em diregdc A& membrana for
igual ac fluxo difusive do material retide, em sentido contrario.
Desta form=a, © perfil de concentragio do material retide se torna
constante @ sua concentragio na superficie da membrana, Cg, meri& maior

gue no intexior da solugdo, G [1]
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Figura 16 — Formagio de camada de gel em ultrafiltragao.
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Goralmente, =as expresztes obtidas atravées de tratamentos
matematicos para a polarizagdoc mostram gque a vaziSoc de solvente 6
fungdo dos seguintes parametros: "€1> fluxo de smolvente através da
membrana; €41 espessura da camada polarizada {ou geld; Litid
coeficiente de difusSo do solutoc e ud retengdSc de soluto pela
membrana. A pelarizagdo pode ser controlada pela redugdo da sspessura
da camada pcolarizada. Ist’c.: pode wmer conseguido alravéds de altas Laxas
de cisalhamento da solugsio de alimentagio, © que também aumenta o
custo do processo [1, 51l e pode danificar os produtos. Porém. o
dezmenvolviment.c do processo de ultrafl ilbra§§o depende do conitrole da
camada de polarizagio. Em e=mcala de laboratoérico iste € feito atraves
de agitag@o da solugdio de alimentagidc loge acima da membrana. Em
escala industrial, a solugSo de alimentagio ¢ bombeada paralelamente 2
superficie da membrana para arrastar parte do solute acumulade., Neste
caso, © filuxo de filtrado pode ser aumentade de 2 a 20 vezes em
relagic a celas com agitagSc mecanica (511,

Charm e Lai [72] fizeram comparagio de varios dizpositivos de
ultrafiltragdo para uso em laboratdrio. Os resultados obtidos
indicaram gque o© maior valor de fluxe de (filtrado, wutilizando-se como
alimentagBo uma solugSo de catalase, foi através de fluxe laminar
transversal, em comparagic a fluxo turbulento e vibragdoc da membrana.

Comercialmente existem  varios tipos de dispositivos de
ult.raf iltraqﬁo dispeoniveis: 1D médulo tipo filtro-prensa; | it
médulo espiral; itid tubular e (iv) fibra oGca. Estes dispositivos
difere;m bazicamente na configuracso da membrana e na distribuigioc de
fluxe da solug8o de alimentacdo, além da faixa de pressio aplicada e
do custo de operagso. Um parametro importante na escolha do médulo
refero-se &a facilidade de limpeza das membranas, ou em algumas

aplicagBes, de sua esterilizagio [2]. Por sxemplo, em médules de
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fibra-6ca podem ser utilizados doizs tipos de limpeza: retrolavagem @
recirculagio com solvente. As operagles de limpeza podem ainda ser
mais eficientes se, para isto, for utilizada soluglc de hidréxido de
sodio, desde que as membranas sejam suficientemente resistentes {731

A wvantagem do moédulo tubular 6 que a velocidade de fluxo da
solugSo de alimentagdo pode ser ajustada dentro de uma ampla faixa,
para controle do efeito dé polarizacgdo. Neste tipo de dispogmitivo =a
membrana € suportada em um tubo poroso de 0,4 a 10 cm de didgmetro.
Ist.o garante sua resisténcia a pressSes elevadas e possibilita limpeza
mecanica gquando ocorre polarizag@co excessiva, A madoria dazs unidades
de ultrafiltragSc industrials utilizam este Lipo de mdédule [1L

0 desenvelvimento da camada de polarizag@c sobre a membrana
pode ser ainda acompanhade por adsorgio especifica das moléculas de
soluto na superficie da membrana. Varios trabalhos nesta area
discutem a extensdc e o controle deste efeito, que geralmente &
observade em ultrafijtrag8o de solugBe= de proteinas (57, 74-761 Foi
verificado gque a polarizagido ¢ irreversivel e ocorre através de
interagdes intermoleculares fortes na camada de gel [56) Estas
interacSes dependem do tipo de membrana utilizada e das condigSes de
pH e forga i6nica da solugSo de proteina [77). Neste casc, o controle
e redugdo da camada polarizada tLorna-se mais  complicado. A
retrolavagem da membrana n3o ¢ suficiente para restaurar o fluxo de
solvente, Porém, o tratamento com solugBes contendo enzimas ou
surfactantes pode ser conveniente em certos casos [B5l

Radovich [40] wutilizou o efeito de campo elétrico =obre
proteinas carregadas para reduzir sua polarizacgio. Em sSeu
dispositivo, o© fluxo eletroforético em sentido contrario a superficie
da membrana garantiu a redugic de proteina acumulada e & melhoria do

fluxo de solvente.
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A polarizagadoe também compromete as caracteristicas de
retengido da membrana. Supondo, por exemplo, que a solugio de
alimentagdoc contenha dois solutos de massas  molares  bastants
diferentes, favorecendo a transferéncia de um e a retengioc de outro
pela membrana, a polarizag@io pode resultar em uma membrana secundaria
formada pelo soluic retido. Esta membrana secundaria pode ainds
possuir maior retengio qué a real, evitando a passagem das moléculas
menores. A caracteristica de retencgdo, neste caso, depende
principalmente do tipo de polarizag@c resultante. Apenas com o
controle da polarizaglo, a capacidade de fracionamentc da membrana

pode ser explorada (1, 5il

11.158 - UltrafiltragSo centrifuga

A ultrafiltragSo centrifuga ¢ uma variagio do processoc
convencional de ultrafiltragSc e foi desenvolvida recentemente em
nosso laboralério [78l Em trabalhe anterior foi demonstrada a
eficiéncia deste processo na redugdo da peolarizagSo para solugBes de
proteinas puras e algumas misb@r-as de proteinas.

A redugSo da polarizagSc em ultrafiltragdo cenirifuga ocorre
devido a uma peculiaridade wmimples deste processo, 0 dimpositivoe, que
consiste de uma cela com deois compartimentces separados por uma
membrana, ¢ colocade em cagapa de cenirifuga de tal maneira gue a
membrana seia posicionada paralelamente ac campo inercial, Durante =
ultrafiltracioc centrifuga, a migragdo de solvente através da membrana
deixav uma camada de solugic mais concentrada na sua superficie.
Forma-se, assim, um gradiente de concentracgdo horizontal. Porém, =ob
a agac do campo inercial, a camada mais densa ¢ deslocada para © fundo
da cela enquanf,o a porgdo mais diluida {menos densad ¢ levada para

cima, conforme a figura 17, H&, ent3o, rencvagic continua do liquido
52




na superficie da membrana, sem a necessidade de agitacSc adicional. O
campo inercial atua de forma a impulsionar a solugdo através da
membrana &, aoc mesmo tempe, na despolarizagio do material acumulado em

sua superfiacie.
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Figura 17 - Esquema de despolarizagio no processo de ultrafiltracio

centrifuga.

1116 ~ Ultrafiltragio centrifuga em mualtiplo estagio

A ultrafiltragio em multiplo estazio utiliza O mesmo
principic basico da ultrafiltrag8c centrifuga, diferinde apenas no
tipo da montagem do dispositivo. Para isto, sHo posicionadas 3

membranas paralelamente e entre elas s3o formados 4 compartimentos:
um destinado a =olugdo de alimentagico e 3 aos filtrados. Este tipo de
arranjo permite obter ultrafiltragdo em cascata, pois a solugdo pode
ser filtrada através das 3 membranas aoc mesmoe Ltempo, como & indicado
na figura 18. Além disso, colocando-se membranas com tamanho de porbs
decrescentes & med;da que =me afastam do compartimento de alimentagSo,

¢ possivel obter fracionamentos sucessivos. Ezte tipo de arranjo de
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membranas em dispositive de ultrafiltragie centrifuga é t.ambém

utilizade neste capitule da tese.
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Figura 18 - Esquema do processo de ultraf iltracSo em multiplo estagio.

1117 -~ Osmossedimentac3c e osmocentrifugagio

Galembeck e colaboradores [80-83]1 observaram que a velocidade
de sedimentagic de um macrosolute € aumentada guando uma solugio €
colocada em 'cc)nt.até com o =solvente, atraveés de uﬁ;a membrana
semi-permeavel. Esta consequéncia do acoplamento de fluxos osmoticos
a fluxos de sedimentagio sob gravidade é chamada de osmossedimentac3io
[(841. Quando o acoplamento de fluxos ocorre sob campo inercial, o
processo & chamado de osmocentrifugacio. A figura 192 ilustra um
esquema dos fluxos que occorrem em experimentos de osmossedimentagio e
osmocentrifugag3o. Nestes experimentos & utilizada uma cela de

dialise com uma membrana vertical que separa dois compartimentos.
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Assim, a solugfo em estude fica em contato com o solvente atraves da

membrana.

membrana

solugio solvente

Figura 19 — Transporte de massa em processos de osmossedimentacio ou

camocentrifugagdo. <0> osmose; (OR) osmose reversa,

No topo da cela ocorre fluxo de solvente para a solugio
devido a forgas osmoticas. Por outro lado, o© fluxo de solvente no
fundo da cela ocorre em sentido contrario, ou seja, do compartimento
da solugio para o compartimento do solvente, por osmose reversa,

O movimento de liquide no intericer do compartimento de
solugde arrasta o soluto para o f unde da c<ela até gue se atinja um
gradiente de concentragdo estacionario. Neste ponto, os polenciais
guimicos do soluto e do solvente serSo uniformes em toda a cela @ a
variagdo da anﬁcentragé“o de soluto com a profundidade da solugdo sera

dada pela equagdo barométrica (segdo 111.1.4.23.
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A osmocentrifugacie feoi tratada teoricamente, utilizando-se
formalisme de termodinamica de nSo-equilibrio. Foi determinado gque o
soluto zedimenta em uma cela de dialise com coeficientes de
sedimentag8c  aparente varias ordens de magnitude maiores gue o©
coeficiente de sedimentacgio normal. Estes coeficientes de
sedimentagd&c aumentam com a concentragic de soluts, com a altura da

cels & com = Area = & permeabilidade da membrana [851

11.4.8 - Objetivo

Os= desempenhos dos procescos de separagSo por membranas ser3o
avaliados em experimentos gue objetivam fracionar e concentrar soro
sanguineo. O=s processos  que =30 utilizados neste capitulo incluem:

osmocentrifugacdo, ultrafiltraglo centrifuga @ em multiple estagio.
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1.2 - Parte esxperimenial

i[.2.1 - Materiais e equipament.os
Soro bovino fetal e adulto, Cultilak (Campinamd, lotez 1033 e
4001, respectivaments.
pextrana azul 2000, icte KHB38323, Pharmacia Fine Chemicals.
Cit.ocromo-C (de aavalod, lote 91F-7050, Sigma n°.G-2504,
Inibidor de tripsina {(sojz?, lote 21F-8110. Sigms n T-9003,
Albumina bovina, lote 41F-0069, Sigma n°”.A-2153,
Gamablobulina humana, lote 1024846, Immuno,
Gamablobulina bovina, lote 1012, Pentex-Miles Laboratories.
RBot.a-amilase, lote 105F-8035, Sigma n°. A-700S.
Ferritina (bago de cavalod, lote 2RC-21002, Sigma n", F-4503,

Acetato de celulose, Rhodia.

Sephacryl S-300 e $-400, Pharmacia Fine Chemicals.

Coluna LKB e acessories, dimensSes: altura = 98 com; diamet.ro

o= 1.6 mm.

Bomba peristaltica, Buchler Instruments,

Esmpoctrofot.dmetro UV-vizivel, Micronal B3ILB2. com aala e
fluxe de 0,25 ml e 1,00 mm de caminho dtico, Thomas,

Registrador ECB, modalo PB10O1,

Centrifuga refrigerada, de cagapas basculantes, RC-39,

Sarvall Instrument.s.
Planimetro Hruden.

Densimet.ro PAAR-DMA &0./602,
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II1.2.2 - Cela de ultrafiltragSo centrifuga e osmocentrifugagdo

No=s experimentos de ultrafiltragso © osmocentrifugagdo
descritos mneste capitulo foram utilizadas celas de acrilico igura
203. Estas c<elas sSc formadas por quatro placas que sdo justapostas e
parafusadas juntamente com uma membrana e um suporte. Entre as placas
de acrilico foram também colocadas guarnigfSes de PYC para evitar
vazamento=. o suporte utiAlizado para acomodar a membrana consiste de
um filme rigido de niguel, perfurado por eletroerosmdoc {1444 f{furos por
cmz, sendo o diametro dos furos igual a 0,02 mmd. Este suporte
garanﬂe a rogisténcia mecanica da membrana durante os experimentos em
centrifuga.

A cela montada possui dois compartimentos separados entre si
pela membrana e orificios para alimentagdc e celsta de =olugles. A
Area util da membrana nestas celas ¢ de 24 am® e a capacidade de cada

compartimento é de 17 ml
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Figura 20 - Cela de ultrafiltragdo centrifuga e de osmocentrifugagio.
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11.2.3 - Membr-anas
Nestes experimentos foram utilizadas membranas de acetato de

celulose, preparadas a partir das seguintes solugbes:

Solugdo A: 11% <{mosm> de acetateo de ceslulose.
23% (ms/m> de acido acético.
43% .(m/mD de acetona.
23% (ms/md> de &gua destilada,
Solucdoc B: 11% (ms/m> de acetato de celulose.
663 (ms/m> de acido acéiico,

23% (ms/m> de Agua destilada

Foram escolhidas membranas de acetato de celulose, ocujeo
método de preparacSo j& era estabelecido ha varios anos em nosso
laboratério [86, 87] e que j& haviam sido testadas satisfatériamente
em alguns experimentos anteriores de ultrafiltragdo centrifuga,

As mer@rmas utilizadas nos experimentos gque serdo descritos
a seguir, foram preparadas em uma magquina semi-autqmébica de
frabricag3c de membranas que € esquematizada na figura 21. Esta foi
construida durante o desenvolvimento da parte experimental deste
trabalho.

Nesta maquina, um émbolo acoplado a um cilindro hidraulico
impulsiona placas de wvidro <20 x 30 am>, colocadas manualmente
préximas =0 ©émbolo e apeoiadas sobre trilho=, A cada impulso
hidraulico temporizado, a placa se desloca uma unidade de s
comprimento e se c¢oloca sob um espalhador preenchide com solugio de
membrana. G espathador possuj um desnivel na parede da frente, que

corresponde & espessura da camada de solugdc a ser espalhada sobre a

5%



Figura 21 - Maquina de fabricagio de membrana: A - regulador de
pressSo (ar comprimido); B - painel de contréle; ¢ - embdlo; D - placa
de widro; E - espalhador de solugdo; F - capela de evaporagio; G -
grade;H - banho de dgus; I ~ contra—peso; J - cilindro hidr&ulico; M -

membrana assimétrica
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placa, Em um oubre impulso do cilindro hidraulico, a placa de wvidro
passa sob o© espalhador, de onde sai com uma camada de solugio de
membrana, gue ¢ evaporada durante o pericdoc de tempo prefixado, até o
préximo impulso, Neste caso, o© periode total de evaporagio das
solugles foi de 10 minutos.

Nax Gitima stapa de funcionamenito da maguina, a placa de vidro
com =olugdo & impulsionadé para dentro de uma grade gue loge em
zeguida mergulha dentro de um banho de Agua. O processo € repetido
atéd que toda a grade esteja preenchida com placas e totalmente
mergulhada no banho. Neste estagio, as solugbes sobre as placa# s30

coaguladas dande origem a um lote de membranas assimétricas.

1,24 - Experimentos de ultrafiltragdo e de osmocentrifugagio

Para a realizagio dos experimentos de ultrafiltragso o
compartimento da cela em contato com a membrana foi preenchido com a
solugic de alimentagio e o outro foi mantido vazio. Nos experimentos
de osmocentrifugagdo a soluglo de alimentag8o foi também colocada no
mesmo compartimento, pcrézﬁ o cutro foi preenchide com s=solvente.

As celas foram colocadas em cagapas de centrifuga, de maneira

que a membrana ficasse perpendicular ac eixe de roltagio durante =

centrifugagso.

I1.25 - Experimentos de concentracio

Inicialmente foram feitos experimentos de ultrafiltragso de
soluggb 302 <{m/m) de soro fetal bovino em Nall 0,1 M. O
compartimentos das celas foram preenchidos mantendo-ze a altura da
solugio de alimentagio igual a 7.0 om. As celas foram colocadas nas

cagapas da cenf»fif’uga e mantidas a 3000 rpm e 4°C¢, durante 4 horas.
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ApGs a menbrifugag%’o foram retiradas aliquotas pelo topo da
cela, com =muxilio de wuma seringa ldgada a um capilar de vidro. No
experimento de ultrafiltragéo centrifuga, a solugido concentrada foi
subdividida =m & aliguotas, <ada uma correspondende a uma altura na
cola, = O filtrado foi dividido em 2 aliquotas, No experimento de
csmocentrifugac;go, a2 scaha;;ifics fol dividida em 7 aliquotas e o solvenis
em duazw, Foram delerminadas as denzidades o as absorbancias = 280 nm
destas aliguoilas. Os resultados obtidos sHc apresentados nam tabelas
4 o 5. A altura, y, indicada na tabela para cada aliquota corresponde
& disténcia do eixo de rotagioc a um ponto médio na coluna de SQll;ggO
denlro dé cela,

O= gradientes de concentragic de solugBes de s=oro fetal
bovino, obtidog em ultrafiliragio centrifuga o em osmocentrifugagiio;

fornecem gr&aficos de n € (ou In AY x yz, conforme Tigura 22.

Tabela 4 - Ullrafiltragio centrifuga de =olugio 30X (ms/md> de =oro

fetal bovine em NaCl 0,4 M <A’°™ = 0,825, 4*¢ = 1.000868 grom®y, a
3000 rpm e 4°C, apés 4 horas de centrifugagio.

v Abszorbiancias Densidade 340{3
£om> Lgrom D
20,2 0,757 1,000832
20,7 0,869 1,000852
21,2 0,944 1,000883
21,7 1,172 1,000943
22,2 1.616 1,0601173
22,7 2,760 1,001759

filtrado
{médiad 0,082 1,000551
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Tabela 5 - Osmocentrifugagio de solugidce 20% (ms/m2 de moro fetal bovine

om NaGl 0,41 M A% = 0,825, 4
z280Onm

€ = ,000868 g/c:mg), a 30006 rpm e

4°C, apés 4 horas de centrifugagio,

Y Ab=orbancias Densidade _ 4°0Q

{om> (g/c:ma >
16,7 ' 0,543 1,000638
17.7 0,647 1,000650
18,7 0,700 1,000689
1.7 G,761 1,000727
20,7 B,779 1,000764
21,7 0,864 1.000794
22,7 0,970 1,000837

solvente

Cmédia 0,048 1,000453

Az membranas uhilizadése nestes experimentos foram preparadas
a partir clar solugde A, com tempo de evaporacgaoc de 10 minutos. Eamt.aus
membranas mo&ﬁ-raram*se. parcialmente permgéveis a proteinas de soro
fetal bovino, © que pode ser observado nas absorbiancias do filtrado o=
do solvente (tabelas 4 e 5).

Para caracterizar a composigao das aliquotas obtidas em
experimentos de ulbtrafiltragfo e ozmocentrifugagio  foi utilizada

cromat.ografia de permeagio em gel
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Figura 22 - Absorbancia a 280 nm em f ungdo do quadrado da disténcia
entre o eixo de rotagSoc e o ponto considerado na cela. Seolugdo 30% de
apés 4 horas de centrifugagdo a 3000

soro fetal bovino em Nall 0,1M,
rpm e 4°c em: <O> osmocentrifugagio, <A ultrafiliragido centrifuga e

(=== curva de equilibrio de sedimentacg8c de solugio de albumina.

11.2.6 =~ Caracterizagdo das fragfes obtidas por cromatografia de

permeagido em gel.
1,6 cm de didmetro foi

Uma coluna de 95 ocm de altura e
solugio de

utilizando-se

empacotada com Sephacryl S«400 <C(ou 5-300>,
de

A altura da coluna de gel empacotado foi

NaCl 0,1 M como eluente.
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79,0 cm & © fluxo de empacotamento de 0,95 ml/min. A parte inferior
da coluna foi conecbada a uma célula de fluxe de gquartzo {caminho
6tico de 1,0 mmd, que permitiu a leitura continua de absorbancia a 280
nm em espectrofotdmetro Micronal B-362 o a obtengdo do cromatograma em
registrador. Na obtencgSo de cromatogramas de amostras de soro foi
utilizado wum fluxo constante de eluente de 0,57 ml/min. A partir
destes cromabogramas & pt.:sssivel identificar oz varios componentes do
soro que diferem em suas massas melares. Como & maior parte das
protfeinas, neste caso, giHo globulares, a variagé\'o das massas molares
serd reosponsdvel pelos volumes de eluigio obtidos. Aszim, guanto
maior for = massa molar de uma dada proteina, menor sera o volume de

eluigio no qual ela sera coletada na saida da coluna,

11.2.7 - Qalibragfio da coluna

A tabsla &6 mostra as varias proteinas utilizadas na
calibragdo da coluna empacotada com o gol Shraphac:ryl S=-400 o seou
yvolume de eluicio. Estes volumes foram obtidos a partir da medida do
tempo de retengdo de cada p}obeina na coluna, sob fluxe de eluente
constante. 0 eluente utilizado foi solugio aguosa 0,1 M de NaQl
Cada uma das proteinas foi amostrada isoladamente, utilizando-se para
isto 1,0 ml de solugdo 0,5% em massa.

0 mesmo procedimento foi feito para uma oizbra coluna,
contendo gel Sephaéryi S=2300 J(tabela 7. A comparagio enf.-r-e os
coeficentes de partigiio calculados para os dois géis 6 dada
graficamente, em fungZo do logaritimo da massa molar da proteina

eluida, na figura 23.
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Tabela 6 —

Calibragao da coluna de Shephacryl 5-400.

ELUICEC
PROTEINA Mw [88] K av
£.mol -3 Fluxo Tempoe VYolume
{mis/min? Onind mi>
citocromo QG 15.600 0,59 265 158 0,985
inibidor de
tripsina 14.300 0,58 256 149 0,884
albumina 67.000 0,59 223 133 0,700
ferritina 467.000 0,57 207 118 0,532
dextrana 6
azul 2 x 10 0,64 113 72,3(Vo> —_—
Tabela 7 - Calibragfio da ceoluna de Shephacryl 5-300.
ELUIGCAC
PROTEINA M [88] K av
- Fluxo Tempo Volume
g.mol (ml/min> {mino <mlid>
citocromo C 15.600 0,57 216 123 0,588
inibidor de
tripsina 14.300 0.87 212 121 0,546
albumina 67,000 0,87 187 107 G,397
y~globulina 16%.000 0,57 169 95,7 0,292
dextrana 5
azul 2 x 10 0,87 119 &7 ,5(Vod —
Ye = Vo
onde: Kov = . » para Vi = 158,8 mil

Vi -~ Vo
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logﬁw

Figura 23 — OGrafico de Kav em fungio de log M, em colunas empacotadas
com =mephacryl 5-400 (—> e S-300 {(--J, Proteinas: <o) citocromo ;
{ o 2 inibidor de tripsina; <A albumina; (V) gamaglobulina e

¢ © dferritina.

II1.28 - Ultrafiltragdoc centrifuga de soro fetal bovino

-. Un dos compartimentos da cela de acrilico, contendo a
membrana A, fol preenchido com 17,0 ml de soclugSo de soro fetal bovino
dijuido em NaCl 0,1 M, A solugdo foi centrifugada durante 2 horas a
2000 rpm e 4°c. Ao final da centrifugagio, foram retirados 7,5 ml de
filtrado. O compartimento da solugdo de alimentagio foi <completado

com solugSo de NaCl 0,1 M e a cela foi centrifugada novamente durante
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o mesmo t.empo, rotagdoc e temperatura. Foi coletado wum segundo
filtrado de 5,1 ml A solugSo retida no compartimento de alimentagio
foi retiradm e dividida em 6 fracgBes, em fungfo de sua altura na cela.

O cromatogramas de permsag8c em gel da solugdo de
alimentagdo, da primeira e sexta fragfes Cou tope e fundod, da solugio
retida e do dois filtrados s3oc apresentados na figura 24. Nem=ta
figura os <romatogramas f'oram deslocados verticalmente para facilitar
comparages. Pode ser observado que os filtrados contém concentragSes
consideraveis de componentes de baixa massa molar @ muito pouco de
alta massa molar. Comparando~-se as 1 ragées do topo e do fundo da
solugdc ret.ida pode ser notada a diferenga na proporgdo de compeonente
de baixo peso molecular. Apesar da maior concentracio total da fragHo

do fundo, esta & mais pobre nestes componentes.

11.2.2 -~ Osmocentrifugagdo de soro fetal bovino

Foi preparada solugido 30% de soro fetal bovino em NaCl 0,1 M,
como no experimentoc anterior. Um dos compartimentos da cela foi
preenchido com sesta solugio e o outro com solugdo 0.1 M de NaCl A
cela foi centrifugada durante 2 horas a 3000 rpm e 4°¢. Foram, entdo,
retiradas aliquotas dos dois compartiment.os; uma do compartimentc do
solvente <Cmisturad> e duas da solugSo retida <(tope e f undo?, Sao
apresentados na figura 25 os cromatogramas detas aliquotas juntamente
com a da solugdo de élimentag;ﬁo.

Os= dados na figura 25 mostram que os componentes de baixa
massa molar migram para o compartimentoc contendo selvente, o© que
também resulta na redugdo de sua concentrag&c nas f ragfes retidas.
Novamente, a aliquota retirada do fundo da cela ¢ mais concentrada gue

a solu‘;.%io de alimentacao.
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Figura 24 =~ Cromatogramas de permeagioc em gel (Sephacryl S$S-400> de

soro fetal bovino submetido a ultraf iltra.;éio centrifuga, durante 4h a
3000 rpm @ 4°C¢.  Cromatogramas: <a> 1,0 ml de solugSo 30% de soro em
NE‘;I{H. 0,4 M; <> 1,0 ml da frag8Sc retida do topo; <> 0,5 ml da fragao
retida do fundo; <4 1,0 ml do primeiro filtrade e <e> 1,06 ml do

segundo filt.rado.
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Figura 25 - Cromatogramas de permeagac em gel (Sephacryl 5-4002 -cie
soro fetal bovino submetido a osmocentrifugagio, durante 2 horas a

3000 rpm e 4°c. Cromatogramas: (ad 1,0 ml de solugdo 30% de sorc em
NaCl 0,1 M; <b> 1,0 ml da fragdo retida do topo; (&> 0,7 ml da fragSHo
retida do fundo; < 1,85 ml da solugic coletada no compartimento

inicialmente preenchido com solvente,
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11.2.10 - Ultrafiltracio centrifuga de soro bovinco adulto

Solugao de =soro bovino foi fracionada por ultrafiltragdo
centrifuga, utilizando~se para isto duas membranas diferentes. A
primeira delas foi preparada a partir da =sclugioc A, com tempe de
evaporagic, anterior a coagulagic em &gua, de 10 minutos. A smegunda
foi obtida a partir da solugSo de composigic B o deixada tLambém
evaporar por 10 minutos. Os experimentos foram analogos aos descritos
antericrment.e paré SOro fetal bovino, Apds duas horas de
centrifugagBo, foram coletados 7,0 ml deo filtrado na <cela com &
membrana B. Nesta ultima cela foi observado nivelamento ehtfe &
solugHo retida e o filtrado.

O resultados apresentados nas figuras 26 e 27 mostram que &
possivel obter diferentes graus de fracionamento através da utilizagdo

de membranas com diferentes caracteristicas.
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Figura 26 — Cromatografia de permeagdoc em gel (Sephacryl 5-400> de soro “
bovino submetido a ultrafiltragdo centrifuga durante 2 horas a 3000
rpm e 4°C. Membrana A. Amostras: <(ad 0,6 ml de sorc bovino; (b2 0,7
ml da fragSo retida do topo; (> 0,5 ml da fragSc retida do fundo da ‘

cela; <d> 1,0 ml do Ffiltrado.
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Figura 27 =~ CGromatografia de permeacgio em gel {(Sephacryl S-400> de
soro bovine submetido a ultraf ilf,rag&:x centrifuga durante 2 horas a
3000 rpm e 4°C. Membrana B. Amostraz: <{a> 0,78 mi de s=oro bovino
Calimentagio2; <b> 0,75 ml da fraglo retida do topo; <> 0,25 ml da

fragSo retida do fundo da cela; <d> 1,0 ml do filtrado.
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I1.241 ~ Ultrafiltragio centrifuga em mualliplo estagio

A partir dos resultados obtidos nos altimos experimentos ol

construida uma cela de ultrafiltragio contendo  trés membranas
diferentes em seéerie Sigura 282 A montagem desta nova cela ol
basicamente idéntica a anterior. A=z membranas foram posicionadas em

fungdo de suas caracteristicas de fracionamento, ou e ja, a membrana
em contato com o compartimento de alimentagdo membrana 1> & mais
permeavel gue a seguinte (membrana 27 e esta também em relagio &
ultima (membrana 32 Izto significa que o tamanho medio de poros das
membranas envolvidas deve diminulr na seguinte ordem: membrana 1 >
membrana Z > membrana 3. Este tipo de modulo permits gque o efluente
da membrana 1 seja fillrado pelas membranas 2 & 3, em uma inica etapa.

Entre as tres membranas =ic formados quatro compartimentos,
G primeiro compartimento, de volume duas veres malor que os cubtros,
foi destinado a alimentacgdoc, ¢ os tres restantes aos filtrados. A
Area Gtil de cada uma das membranas fol de 24 om®.

No primeiro experimento de ultratiltracio em multiplo
estagio, o compartimento destinado a alimentagfio ol preenchido <om
soro  bovino nao  diluido, utilizando~se wum volume  de 20,0 mil Ag
membranas utilizadas na montagem da cela foram as zeguintes:

Membrana 1: solugzo B, 5 minutos de evaporagio,

Membrana 2: solugao B, 10 minutos de evaporagdo.

Membrana 3: solugdio A, 10 minutos de evaporagdo.

A cela foil centrifugada durante 1 hora a 3000 rpm e 4°C. O
volume‘s obtidos ao final da centrifugagfio sio apresentados na tabela
8, juntamente com o balanco de massa e os fatores de separagdo deste

experimento. O balange de massa fol feito com base nas areas dos
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Figura 28 ~ Cela de ultrafiltragdo centrifuga em muiltiplo estagio.

75



picos da figura 29, gque =80 indicados com Iletras mailsculas
Ccomponentes A, B e 0D, Esta figura apresenta os cromatogramas da
solugdo de  alimentagio e das amostras coletadas nos quatro

compartimentos, apdés a centrifugacgso.
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[ S O T =
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Aaao T ¥ v v NIVEL
INICIAL £~~~
sy
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membranag 2
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0.300
0.080+
0.040
Q.000

Figura 29 - Cromatogramas (Sephacryl S-400> de soro bovine submetido a
ultrafiltragdo em mualtiplo estagio durante 1 hora a 3000 rpm e 4°¢.
Amostras: <ad> 0,75 ml da solugdo de alimentagdo; <b> 0,26 mi da
solugdo retida; (¢ 1,0 ml do primeireo filtrado; <(d> 1,0 ml do segundo
filtrado; (&> 1,0 ml do terceiro filtrado.
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Tabela 8 - Balango de massa e fatores de separagio obtidos a partir da

Figura 29, para a ultrafiltragdc em multiplo estagio de soro bovino.

YVolume % de =soluto (&2 B o O
AMOSTRA SF SF SFE

{mi> A B G A B A
alimentagdo 20,0 100 100 100 S — —_—
retido 16,5 = 60 o7 105 0,6 1,0 0.6
12 filtrado 4,8 15 1,7 — o >200 >3000
27 filtrado 5,0 16 0,3 — 53 - -
32 filtrado 3,8 10 —_— 2000 —_ -

i {GF-000 M rade oy retido

onde SF =
J (G J Gl dalimentacao

¢a) % de soluto fol obtida através das areas dos picos da figura 29.

No segundo  experimento de ultrafiltracio centrifuga em
maltiplo estagio foi utilizada, na alimentagso, solugdo de =oro bovino
- 30% diluida em solugdo 0,1 M de NadCl. Como no éxper'iment,a anterior, a
cela foi centrifugada durante 1 hora a 3000 rpm e 4°q, Az amostras
coletadas foram cromatografadas em uma coh,;na empacotada com o gel
Sephacryl 5-300, que permitiu melhor resolugido das ragtes protéicas
do soro (figura 30). A partir das areas dos picos da figura 30 & dos
volumes coletados nos varios compartimentos foram determinados o
balange de massa e rc:as fatores de separag.é*o, deste experimento Labela

o>,
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Figura 30 - Jdromatogramas de permeag8@o em gel (Sephacryl $-300> de
fragGes de soro bovino obtidas por ultrafiltragic em multiplo estagio
durante 1 hora, 3000 rpm e 4°C. Amostras: (ad 0,75 ml! da solucSo de
alimentagic <(80*% de soro bovine em NaCl 0,1 M); <b> 0,5 ml da solugioe
retida; <{c2 1,0 ml do primeire filtrado; <d> 1,0 ml do seagundo
filtrado; Ce> 1,0 ml do terceiro filtrado.
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Tabela 9 - Balango de massa e [atores de separagio obtidos a partir da
Figura 380, para a ultrafiltragioc em multiplo estagio de solugio 302 de

soro bovino.

Volume #% de =oluto

B C D

AMOSTRA S &F SE

Omli> A B C I3 A B G

Aliment. 30,0 100 100 100 100 ——— —_ —

Retido iz,8 x 60 5.5 97,5 102 0,6 i,0 1,0

12 Filt. 4,8 11,4 0,6 g,5 O,4 19 1,2 1,3

2% Filt. 6,2 12,8 0,1 —_— - 130 > 100 -

32 Filt. 6,2 13,3 - —  — > 2000 — —_—
i1.z42 - Efeito de condi¢gBes de centrifugagio nos fatores de

separagao

Oz efeltos de velocidade e tempo de centrifugagio foram
avaliados em experimentos de ultrafiltracdoc centrifuga de misturas 1:1
de gamaglobulina bovina My = 169.000 z.mol ¥y e albumina de soro {(Mv
= 67.000 g.mal—il Para isto, foi preparada solugio 0.25% ms/m> de
gamaglobulina e 0,25% n/m> de albumina em NaCl 0,1 M, que Toi

utilizada na alimentacg3io de celas contendo uma unlca membrana (figura

200, A membrana foi preparada a partir da solugdo B, com 10 minutos
de evaporacgHo. As celas foram centrifugadas em vaelocidades de rotacio
¢ tempos diferentes. Em experimentos realizados & 1000 rpm, onde se

retirou o Tfiltrado apés 80 minutos, recolheram-se 3,4 ml de [filtrado e

14,6 ml de co;fscentrado. Apés o mesmo tempo, mas a 3000 rpm,
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recolheram~se 7,0 ml de filtradec e 10 ml de concentrado.
Deixando~-se centrifugar dJdurante mais= 30 minutos, obtiveram-se 1,8 ml
de filtrado a 1000 rpm e 3,9 a 3000 rpm. Estes quatro filtrados,
Juntamente com a solugBc de alimentagio, foram coromatografades em
coluna coniendo Sephacryl S-=300 = oS resultados obtidos estio
apresentados= na figura 31, A tabela 10 mostra oz fatores de separagio

calculados para a mistura em estudo.

Tabela 10 — Fatores de separacgio de albumina -~ p-globulina em fungSo

da velocidade ¢ do tempo de centrifugag3o.

2

Velocidade /tempo SF (&0
1

1000 rpm~-0,5 h 1,7

1000 rpm-1,0 h 2,0

3000 rpm-0,8 h 1,1

3000 rpm-1,0 h 2,4

{a> 1 = albumina, 2 = gamaglobulina .

11.2.13 -~ Gradientes de concentragso e fatores de séparag'éo na
solugio retida em ult.-i*af iltragio centrifuga

Para avaliar o gradiente de concentrag8c e os fatores de
separagdc obtidos nas solugBes retidas pela membrana semi-permeavel,
utilizaram~-se as celas descritas na figura 20. O compartimento
destinado A solug3o de alimentagSio foi preenchido com 17 ml de solugdo

0,25% (m/m> de gamaglobulina e 0,282 (m/m> de albumina em _NaCl 0,1 M.
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Figura 31 - | Efeito da velocidade e do tempo de centrifugagdoc na

separagdo de albumina e gamaglobulina por ultraf iltragio centrifuga.
Cromatogramas: <a> 1,0 ml da solugdo de alimentagdc dmistura 11 de
albumina e (p-globulina, de concentragdo total 0,5%>; k> 1,0 mi do
filtrade obtido apds 0,5 h, a 1000 rpm; (> 1,0 ml do filtrado, apos 1
h a 1000 rpm; <d> 1,0 ml do filtrade apés 0,5 h a 3000 rpm; Ce2 1,0 ml

do filtradoapds 1 h a 3000 rpm.
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Neste casmo, foi utilizada membrana preparada a partir da solugdc A,
com 10 minut.os de evaporagao.

Os experimentos de ultrafiltragdo centrifuga foram realizados
a 2000 rpm, 4°G, durante 1,0 hora. O tempo de experimento &
suficiente para gque o nivel do filtrado, praticamente se iguale ao
nivel da solugio retida, A solugdo concentrada foi dividida em quatro
frag@es de acordo com su;ta altura no compartimento da oela O=

resultados =80 apresentados na figura 32 ¢ tabela 11

Tabela 11 ~ Oradientes de concentracio dos componentes da mistura de
albumina =] gamaglobulina e fat.ores e Separagio obtidos por

ultrafiltrag&o centrifuga,

Voilume # de solube Cad B G
AMOSTRA : SF SF
<mid A B C A B
Aiimen{,agso 17,0 100 100 100 — —_—
r 12 Ctopod 1.8 12,0 14,9 111 1,01 1,07
i 2= 1,5 22,6 20,9 19.7 1,02 1,06
:1 3% 1,5 28,1 24,4 21,8 1,15 1,15
© 42 Cfundo? 1,5 37.3 42,8 47,9 0,87 0,89
12 filt.rado 7,4 0 0 0 — -
27 filtrado 3,3 0 0 0 — m—

(ad % soluto obtida a partir das &reas dos picos da figura 32.
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Figura 32 =~ Cromatogramas de permeacio em gel (Sephacryl S-3000> de
solugdo de albumina e r=-globulina submetida - a ultrafiltragdo
centrifuga =& 2000 rpm, 4°C, durante 1 hora. Amostras: <@ 1,0 ml da
solug&;o de alimentagdio {(mistura 11 de albumina e y~globulina, <om
concentragio total 0,5% em NaCl 0,4 M>; <b> 0,5 ml da f ragdo do topo
da solugSo retida; <> 0,5 ml da fragdo abaixo do topo; @ 0.5 ml da

fraggo acima éd fundo; (&) 0,25 ml do fundo da solugio retida.
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11.3 - Discus=3o

As proteinas constituintes do soro bovino sio basicamente de
tres tipos: aproximadamente 70% s3o albuminas de soro, com massa molar
a0 medor de 67.000 gmol® <(coeficiente de sedimentagSo de 45> 25%
a8c gleobulin=ms que possuem massa molar igual a 1692.000 g,mcfi (782, e
cerca de 5% s3o macroglobulinas, com massa molar de aproximadamente
860.000 g.mol_i {1950, Existem também no soro pedquenas quantidades de
microglobulinas {menoras que a albuminad, algumas globulinas,
intermediarias em tamanho entre globulinas e macroglobulinas (Mw =
200.000 g.mc)l"z, 1082, e macroglobulinas de massa molar de véx;ios
milhSes [203. 0 soro fetal bovine apresenta, principalmente, albumina
CFhw = 67.000 gmol ™, globulina (Mw = 169.000 emol ™, fetuina Fw =
46.000 g.moiwi) e pequenas quantidades de macroglobulinas e globulinas
intermediarias [90L Segunde especificagio técnica do fornecedor dao=
soros, a concentragdo total de proteina no soro fetal & de 3,4 grdl e

no soro bowvino adulte de 3,7 godl [911

11.3.4 - Membranas

Um aspecto geralmente levantado na discuzzio de fracionamento
de macromoléculas por ultraft iltragdo .reiaciona-se as membranas e sua
distribuigSo de tamanho de poros. A composig3o gquimica das membranas
disponiveis caﬁtercialmante nSo & muito variavel; dentre elas pode-se
citar membranas de acetato e nitrato de celulose, poliCacrilonitrilal,
poli{sulfona>, e celulose regenerada, principalmente. Estast membranas
&80 caracterizadas pelos respectivos cortes de massa molar, definidos
empiricamente2 como sendo a massa molar de proteinas globulares gque =30
90% retidas pela membrana [511. Recent.emente, Mc Gregor [26] analisou

uma grande variedade de membranas comerciais e mostrou que o cortile
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fornecido pelos fabricantes & muite diferente do corte real iIm
exemplo tipico é uma membrana apresentar corte experimental de 50.000
enquanto o <corte do fabricante é de 10.000. Além da n3o definigio de
corte, a maioria das membranas comerciails apresenta ainda uma faixa
muitc amplax de distribuicdc de tamanho de poros. Apenas esta Ultima
observagdo feita pelo autor pode, em principio, inviabilizar o
fracionamento de solutos com psguena diferenga de massa meolar.

Nesite trabalho foram ulilizados deois tlipos de membranas de
acetato de celulose.. Membranas do tipo B possuem um tamanho médio de
poros maior e retém apenas macroglobulinas. Membranas de compomigic A
=fic capazes de reter as principais proteinas do soro figuras 24, 25,
26 380 e 3B2D. Esta membrana & de muita utilidade pois permite a rapida
reconcentrag@o da grande parte das proteinas da solugdo original ou de
frages provenientes de outros processos de meparagfic ou purificagio,
tais como eletroforese preparativa, cromatografia de troca idnica ou
permeacgio em gel, precipitagdo wmsalina e alcodlica, ultracentrifugagio

em gradiente de densidade, ou mesmo fracionamento por ultrafiltrag3o.

1132 - Fraciconamento de proteinas

A membrana do tipoc A permite também fracionamento do =oro
fetal bovino por ultrafiltragio e osmocentrifugagdo, pois proteinas de
massa molar igual ou superior a albumina =s3o retidas, enguanto
pwrot.einas menores sHo recolhidas no filtrado. A partir das figuras 24
e 25 ¢ possivel obter o volume de eluigic minimo das proteinas
raecgolhidas no filtradeo Ve = 157 ml} que corresponde a massa molar
maxima transferida através desta membrana. Pode-se dizer, portanto,
éue proteinas de massa molar abaixce de 15.000 g.mold 280 efetivamente

separadas de proteinas com massa molar igual ou superior a 67.000




g.maiﬂi, em experimentos de ultrafiitragdo centrifuga e
psmocentrifugagio de soro fetal bovino. Este resultado & bastante
significativo, uma véz gque O fracionamento de espécies diferindo em
massa molar por um fator menor gque 10 & raramente alcangado pela
ultrafiltragio convencional {21 Esta limitacso & normalmente
justificada pela prépria distribuigSo de poros da membrana & por
problemas de polarizagdo.

Com solugles de soro bovino também foram obmervados
fracionament.os com esta membrana, sendo que a proteina recolhida no
f‘ilt,r;ada pos=ui massa molar de aprosimadamente B.500 g.mmi—* figura
263, Este walor, assim come o anterior, foi obtido atravées das ocurvas
de calibrag@io das colunas de gel, apresentadas na figura 23.

Os: resultados de ultrafiltracdo em multiplo estagio,
apresentados na tabela 9, mostram um resultado bastante interessante:
41% do componente A pode ser recuperado como filtrado em um =imples
expefimente de 1 hora, contaminado com apenas 2% do componente B.

Muitos fatores cardio-inibidores =30 peptideos pequenos de
- massa molar menor  Jque 10.000 g.mofi [34). Se, por exemplo, estes
fatores estiverem presentes no =soro, é possiveal remove=los por
M£rafiltraq§o centrifuga, utilizando a membx-ana: do tipo A.

Trabalhos recentes afirmam que o fracionamento de misturas
macromoleculares, tais como proteinas, ainda nao se tornou praticavel
[34, 921 Este fato feoi atribuide a varios fatores: efeito de
polarizagdo e obstrﬂqé“o de poros de membranas e limitagSes impostas
por distribuigic ndo uniforme de poros, aszsim como interagfes
proteina-proteina.

Uma das separagles mais investigadas é da mistura de albumina

e gamaglobulina. Os resultados obtidosm por Blatt {501 indicaram gque
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pequenas quantidades de gamaglobulina elevam a retengfc de albumina
significativamente em membranas que seriam totalmente permeiaveis a
albumina. Porter [51] utilizou membranas com aproximadamente 102 de
retengdc de albumina e 0% de gamaglobulina para as solugBes
ultrafiltradas sepaz;ada'mente. Porém, quande a mistura das proteinas &
ultrafiltrada, =2 retengio de albumina aumenta a até 80X, o que foi
jusitificade comoe um exemplo tipico do efeito da camada de polarizagZo
que, neste caso, impfe restrigio maior a permeacic de albumina que a
prépria membrana.

Em relagi3o a separagio de misturas de proteinas de sc;r-c,
Michaels -E'?B} discut.e gque durante a polarizagSc da superficie da
membrana h#& formag3o de um filme concentrado de macromoléculas, tails
como globulinas, gue possui estrutura porosa muito fina para permitir
a passagem de moléculas de albumina.

O= resultados experimentais indicados na parte experimental
desta tese mostram gque o fracionamento de proteinas £ bastante
melhorado com a utilizagSo de ultraf iltragdo centrifuga, onde o
problema d=a polarizagdo é minimizado. Porém, a separacac n3o &
completamente satisfatoéria quando ocorre adsorgSo. Isto esta de acdrdo
com a observagdo de Michaels sobre a ultrafiltragfo convencional,
Jjustificando a impossibilidade de separac3o da mistura
albumina/gamagiobuliné pela forte adsorgdo destas mcaiéc:.ullas sobre a
superficie e ou poros da membrana, gque impede a passagem de moléculas
menores de moluto.

A adsorgdc de proteinas em membranas poliméricas € um tema
bastante discutido na literatura. lLee e Merson [94] observaram
camadas de 0,58 a 1,0 um de espesgsura por microscopia eletrdnica.

Fane [57, 943 demonsitrou dque a adsorgio ocorre em multicamadas, em
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ultrafiltragdio de proteinas. Dillman {741 também caracterizou a

adsorgaoe de proteinas, mas a descreveu com sende do tipo Langmuir, ou

=e jia; em monocamada. Michaels [93] observou que membranas
hidrofébicas, por exemplo membranas de poli sulfons adsorvem
fortemente a albumina bovina. J& em membranas hidrofilicas <{por

exemplo, celulose regenerada? a ocamada de polarizacdo pode =er
removida por cisalhamento. Entretanto, mambranas de celulose
regenerada possuem poros muito peguenos para serem utilizadas na

separagio de misturas de proteinas {263

Fane (953 avaliou et efeitos de pH =3 forga iSnica na

ultrafiltragio de solugles diluidas ¢0,1%> de albumina bovina atraveées

de membranas de alta retengdo. A wvariagd@o de fluxe com pH apresenta
um minime em pH B (ponto isoelétrico da albuminad. O fluxo pode smer
aumentado de 100 quando se adiciona NaCGl a solugo. Estes resultados

foram discutidosz em termos de mudangas conformacionais e efeitom de
carga que ocorrem na camada de proteina depositada sobre a membrana.
No ponto isoelétrico a proteina é mals compacta & ndo possul carga, o
que permite a disposigdc de uma camada mais densa e com bhaixa
permeabilidade a agua,

Como foi discutido na segio 1115, el dezempenho de
ultrafiltragfio centrifuga foi avaliado em  trabalho anterior 17813,
quanto a deapolarizaqé'o das membranas por remogio de s=solutos
acumulados sebre a =sua superficie. Nesse trabalho foi também avaliado
o desempenho da ultrafiltraciio no fracionamento de wnma mistura de
proteinas através de membrana de acetato de celulose, evidenciando que
o problema de adsorcg3o n3o pode mer desprezado [1401

Os experimentos de ultrafiltracdc com misturas de albumina

(Mw = 67000 gmol™> e gamaglobulina (Mw = 1690.000 gmol '> foram
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realizados neste trabalho, variando-se o tempe e a velocidade de
centrifugaglo. Nota-=se atra\}és da figursa 31 e tabela 10 que o fator
de separagdc aumenta com o tempo do experimento. Seria esperado um
fator de separacSo constante com o tempo, se nSo houvesse nenhuma
alteragic na membrana. Portanto pode estar havendo adsorgdo de
proteina nas paredes dos poros, tornando-os efetivamente menores e
dificultando a passagem = da proteina de maior massa molar
Cgpamaglobulinad,

Na figura 32 e tabela 11 =30 apresentados os resultados
referentes aoc experimento de concentragio da mesma mistura de
proteinas, wutilizando~se para isto uma membrana gue retem as duas
proteinas. Neste caso feoi analisado o gradiente da sc:»}.ugfé’c: retida,
verificando~se que aproximadamente B0¥ do soluto retido & atumulado na
quarta aliguota da solugSo, ou frag3o do funde da cela. Alem  disso,
foram obtidos diferentes gradientes de concentragico das proteinas.
Este resultado permitiu obter fatores de separag3o diferentes do wvalor
unitario, evidenciande o fracionamento de proteinas ao longo da coluna

de solugdo retida.

1I1.33 - Um modele para descrever a remo:;go' convectiva da camada de
polarizacgio
| Uma avaliagdo da quantidade de material acumulado por
conveagSo no fundo de um ultrafiltro centrifugo pode ser feita atraves
do modelo descrito a'seguir, As premissas do modele =z3o: |

{i> o fluxo de solvente através d;':x membrana deixa atras de i
uma regifo de concentracSc mais elevada que a da solugdo de
atimentag3o.

(ii> a espessura média desta regido ¢ da mesma ordem de
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grandeza que =a distancia X dada pela equaglo deé Einstein:

x = ¢2 D 7 >
onde ¢t é o tempo em que houve acumulagBo de soluto na camada
congsiderada = D é o coeficiente de difusdc do soluto no meio.

Na figura 33, & apresentado um desenho mostrande as dimensGes

da regido de concentragio mais elevada C(ou camada de soluto
acumuladod.
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Figura 33 - Desenho esquematico mostrande a camada de solugio
acumulada na cela de ultrafiltragdo centrifuga I: compartimento de
alimentagio; II: compartimento de f ilt.rado. Destaque: coordenadas
desta camada, com X = 2 T
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CTEt2 a medida que a camada concentrada =e torna mai=
espessa, a <concentragio e a press8oc aumentam. A vazSco desta camada
aumenta até um tempo ¢, no qual o volume de liguide removido
convectivamente & igual ao veolume de liquide que chega as vizinhangas
da membran=m, menos © volume de liguide gque atravessa a msmbrana.
Deste momentc em diante, a espessura e a concentragdc na camada
adjacents & membrana sme 'Lornam estacionarias, Portanto, a massa deo
soluto gque chega em um elemento de volume contigue a membrana e a que

sai por convecgic =30 iguais:

f £
b = ——
Q. 7, Q. 77 €8>

onde Qe Q. s8o as vazBes de filtrado e de convecgio, f. e £ =Xo
as fragBes de massa do soluto e do solvente na solugioc de concentragao
mais elevada que & transferida para o fundo da cela por conveugao.

A estimativa da vaz8o convectiva Qc, responsavel pelo arraste
da camada =acumulada para o fundo da cela pode ser feita da seguinte
maneira. A forga propulsora para © escoamento de uma lamina de um

ligquido Newtoniano ¢ dada por:

F = 2 r 1 AP o2

onde AP é = diferenga de press3o entre as colunas liquidas que o dada
por:

AP = Ap ¢ h 10D

onde Ap ¢é a diferenga de densidade entre a solugdo acumulada e a

solugdc do interior da cela. A forga de atrito entre as varias
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Iaminas da camada acumulada responsavel pela resisténcia a0
escoamento, &

F = -21 hn —— 11>

O escoamentc ird ocorrer em regime estacionario quando esztasm

forgas =e igualarem. Portanto:

duv
O
du AP r ;
ar- = N s>

A velocidade de escoamento da camada concentrada podes ser
obtida através da integragio desta Gltima equagio, utilizando-se para

isto as coordenadas indicadas na figura 33, isto e

L %) r
dv . . _ AP J r dr 14>
h n

v 4]

<

Integrando obtem-=me:

AP r
&
PZ
AP -
vo = g > 162
Substituindo,
AP z 2

g2




A wazSo da ocamada acumulada, ou vazfo convectiva Q , & dada
L

pela seguint.e integral:

r
«
Q. = 2 w L dr asd
o
ou
r
1=
1 AP z 2
G
Resolvendo
2 1 AP a
Q. = TR T r 20>
Substituinde a equagdo 10 ¢ x = 2 r, ha equacgio acima obtem—-se:
Il sp g s
Q = Tz @

A expressio que relaciona a concentragio de uma dada solugSo

com sua densiidade é

~ - P
c = ki : €223
= 1-p ©
Py Y
onde p ¢ a densidade, v é o volume especificoe parcial e os indices 1
e 2 denotam scolvente e soluto respectivamente. A  partir desta
expressio, pode  ser obtida a relagdo entre a diferenga de

concentragBes {(da =olugio acumulada e solucio de alimentagio) e a
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respectiva diferenga de densidades, ou seja,

Ap = kR AC 23>
onde R = 1 = pi;z. Substituindo a equagBo 23 na equagdo 21,
finalmente resulia:
I kR AC g s
Qc = 125 {245
A equagdoe acima fornece, portanto, a vaz3oc da camada

acumulada, em regim-e estacionario, em fungio da sua espessura (X2, da
profundidade da gela (2, da viscosidade da solugdo concentrada (703,
da sua concentragio e do campe inercial aplicado. Uma estimativa de
Qc pode .ser obtida a partir de dados experimentais, utilizando-me a
equagio 8.

Como exemplo, s8c apresentados oz dados de um experimento de
ultrafiltragio centrifuga de =olugSo 5 x 10~? 2-1 de albumina em NaCl
0,1M. Para realizagio deste experimento, utilizou-se cela montada com
membrana impermeavel ao =oluto. Apds 1 hora, 3000 rpm 20600 =% > e
4°Cc, o volume de filtrado recolhido foi de 7,9 em® e a concentracdo da
solugio na quinta fragSc da cela, ou fragio do fundo, foi de 2,2
1072 g1

Asmim, utilizéndo-se a equagdo 8 e admitindo~se que a
c?naentraqﬁc da frag3o do fundo da cela ¢ aproximadamente igual a

concentragio da solugSo acumulada, que foi transferida por convecgio

para o fundo da cela, obtémrse:

Q 2,2 x 1072
F

Qc 5 = 10

3
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Supondo ainda gque o volume de filtrade recolhido segue uma

fungio lineax com o© tempo, a vaz3o convectiva pode ser calculada:
Q Vv

0 o .._____n....lim - st s e bt

c Q. IR t QSR

F c E &

onde I—’F & o wolume de filtrado recolhide ne final do experimento de

tempo t. Substituindo os valores puxperimentais citados, obtem~sa:

Q. = 5 x 10°% em®=™
Conhecendo-se o coeficiente de difus3io da albumina (& = 6,27 = 1077
em®ssd, seu volume especifico parcial (6 = 0,734 em g 1D (881, a=
dimensfes da cela ¢h = 7,0 cm, 1 = 3,4 cm) e a viscosidade da solugdo
acumulada (n = 3,29 % 107 gcmuis“i), pode-se calcular a egpessura da

camada acumulada a partir da equagio 24. O valor calculado é:

x = 20 pm

T que é a espessura da camada acumulada que escoa estacionariamente para
o fundo da cela. 0 tempo necessario para que esta camada se forme,
inicialmente, pode smer obtido atraves da equagio (72, isto &
t = 3=

A partir desse tempo a vazdo convectiva & constante e igual a
5 x 107° cm” s

No modelo proposto, admite-se que a soluglo acumulada sobre a
superficie da membrana tenha um comportamento Newtoniano. Esta

aproximagic & correta para solucBes de proteinas globulares, mas n3o

para outros sistemas poliméricos.
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Experimentos de ultraf iltragdo eéntrif uga em gue est3o
presentes dois solutos sio apresentados na tabela 11. Oz resultados
mostram que a quantidade de albumina acumulada na f ragac do fundo da
cola 6 menor que a quantidade de gamaglobulina, Uma Jjustificativa
para este resultado ¢ que o coeficiente de difusSc da albumina & maior
que o da gamaglobulina. Portanto, wuma fragic maior de albumina
difunde para o interior ;:ia solugio se afastando da superficie da
membrana e deixando uma frag3c maior de gamaglobulina na camada de
soluto acumulado. Este fato nSo ¢ previsto no meodelo apresentado

anteriorments,
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OSMOCENTRIFUGAGXC DE POLIELETROLITOS

1114 ~ Introdug3o

11144 - Aspecitos gerals

Polieletrslitos =30 compostos macromoleculares gque possuem
muitos grupos ionizaveis ligados a cadeia polimérica. Em solugdo, =a
ionizacgdo desses grupos origina um macro-ion contendo varias cargas
fixas e um nameroc equivalente de pequenos contra-ions. A combinag3o

de massas molares grandes com densidades de carga elevadas fornece a

onses compostos propriedades Timico-quimicas tnicas, Esta
peculiaridade de suas propriedades posmibilita dimoutir
polieletrélito= como um 2rupo especial de substancias

macromoleculares, apesar da grande diversidade de suas est.ruturas

quimicas [971. Asmmim, =30 classificados fatatisla) polieletrdlitos
importantes substancias bioldgicas (proteinas, Acidos nucleicos,
pectinas, polissacarideos?, composto=s inorganicos (polifosfatos,
silicatos> e muito= polimeros sintéticos Cacido poliacrilico,

polidvinilpirrolidona) 3.

varios critérios =350 utilizados para a clasgificagao de
polieletrdélitos, por exemplo: origem, constituicgdo quimica e natureza
do grupo - ionizavel fixo -1 cadeia polimérica. Para discutir
;;‘r'opr-iedades figico-quimicas, entretanto, -1 classificacio mais
adequada é a classificagio =segundo a rigidez de sua estrutura
molecular. Um grande numero de substancias naturais possuem moléculas
rigida=s, ou seja, moléculas gue mantem seu tamanhe e forma em
diferentes =mbientes e =momente s3o afetadas gquando submetidas a

condigBes drasticas (por exemplo, alta temperatura, valores de pH
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extremos e mltas concentragBes de sald. Por outro lado, a maioria des
polielet,rélitag sintéticos =30 moléculas de cadeias f{lexivei=s, capazes
de alterar =uas formas e tamanhos sob a influéncia de pequenas
alteragBes do meio [e81.

As=im como os sais simples, pelieletrélitos s8o0 soliveis em
solventes polares, especialmente em agua. A  solubilidade de um
polieletrolitco depende, em um dado grau, do balango entre a quantidade
relativa de £TUupos hidrofébicos =3 hidrofilicosque constituem &
macromolécula. Entretanto, este balanco n3o ¢ o (nicoe determinante da
salubilidade. Outros fatores também =30 importantes: conformag§c$ da
molécula, massa molar e distribuigdo de cargas na cadeia. Um guias
bastante wutil & a comparacico dos parametros de solubilidade de
Hildebrand do polimero e do solvente, que € bastante utilizade na
escolha de =olventes para polimeros [991

Come foi citade anteriormente, uma caracteristica importante
de éolugﬁes de polieletrdélitos sinteticos & a alta flexibilidade de
suas moléculas. Este fato se deve a um numero variado de conformagies

que podem ser adquiridas por estas macromoléculas em fungdo de

mudangas nas caracteristicas do molvente utilizade, ou mesmo do
proéprio polieletrélito. Um dado polielet.rédlito pode mostrar
diferentes conformag@ies em solugiSo sob diferentes forgas idnicas. O

mesmo ¢ valido quando ocorrer variagic no numero de cargas elementares
por unidade de comprimento de cadeia de polieletrdlito, ou =seja, na
densidade de carga. A conformacio da cadeia muda bruscamente quando
=e pas;sa dee uma solug3c aquosa de polieletroélito para outra =solucsio
aquosa com excesso de sal Neste caso, a cadeia inicialmente estirada
passa a ser enovelada e o efeito torna-se mais acentuado quanto maior

a densidade de carga da macromolécula (1001 Este ocomportamento de
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moléculas de polieletrélito em solugdo afeta diretamente suas
propriedades fisico-quimicas {por exemplo, vimcosidade?} e =mara

discutido com mais detalhe ao longo da introducg3o.

i1z - Aplicaqﬁesl

Polieletrélitos s8o de grande importancia na natureza e de
grande interesse nas Areas cientifica e tecncoldégica por apresentarem
propriedades muito peculiaresm e Gteis. Polielet.rélitos naturais,
principalmente polissacarideos, t.em =mido utilizados, de=sde muito

tempo, como espessantes ou agentes de gelificagdo em produtos

alimenticios, farmacéuticos e cosmeticos {1011, A influéncia de
polietrélitos sobre as propriedades recldgicas de solugBes e
suspenstes ¢ bastante explorada. Neste sentido, estes s3o usados para

melharar as caracteristicas do solo em areas de perfuracdo e extragdo
de petrdleo e em processo terciario de recuperagio de dbleos. 530
também amplas as aplicagBes de polieletrdlitos como condicionadores de
Agua, isto &, para reduzir a resisténcia hidrodinamica de ligquido=m, e
como agentes floculantes, para o tratamento de Aguas residuais.
Polieletrélitos =30 também utilizado=s na forma reticulada, como
resinas de troca i6nica ou membranas eletroguimicamente ativas.
Curiozamente, o conhecimento do comportamento de polieletrélitos & de
suas propriedédes em solugio, na maioria da aplicagBes citadas, tem
sido empirico. Em muitos casos a escolha do polieletrélito €& feita
com base na composigde quimica da macromolécula e =mua disponibilidade,
simplesment.e 98]

Em medicina e biologia s3o aplicados como substitutos de
plasma [1021, na 7_purifica¢50 de proteinas e enzimas [103Je na

liberagio controlada de drogas [1041. Muitas pesquisas nesta area =do
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conduzidas no sentido de compreender melhor o comportamento de
macromoléculas bioldgicas, através do estudo de propriedades e modelos

ajustaveis a polieletrdlitos mais simples.

III.1.8 - Propriedades de equilibrio de solugSes de polieletrélitos

II11.34 -~ Tratamentos tedricos

Atualmente, a campreen_ggo de propriedades de polieletralitos
& memi-quantitativa apesar de nos dltimos cinquenta anos muitos
trabalhos tedéricos tenham sido conduzidos nesta aArea. Alem dissio, o
entendimento tedrico esta mais demsenvolvido no case de propriedades de
equilibrio do que de n3c eguilibrio, pois as de n3o equilibrio
envolvem consideragSes sobre a dinAmica de cadeias macromoleculares
carregadas que, até o moment.c, =3c de dificil tratamento [1001

0 estudo estatistico de cadeias macromoleculares carregadas e
seus contra—ions em um solvente polar ¢ muito complicado, na presenga
ou mesmo na auséncia de eletrdélito inerte de baixa massa molar. De um
lado, a assimetria entre o= ions pequenos e o poli~ion, de outro, as

muitas conformacies possiveis das cadeias, fortemente influenciadas

por interagfes eletrostaticas e nfo eletrostaticas, associadas a
interacdes intra e - intermacromoleculares, tornam o tratamento
estatistico de sist-emas de polieletrdlitos superior A= atuais

disponibilidades de recursos formais e computacionais.

O= tratamentos tedricos desenvolvidos para polieletrélitos em
solugdc =30, na maoria dos casos, baseados na teoria de Debye-Hiickel
para solugfes eletroliticas simples ou utilizam resultados obtidos a
pémt.ir dest.:aa teoria, Nos modelos, sfo conzideradas apenas interagies

puramente eletrostaticas e o solvente & tratade como um continuo,
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omitindo efeitos de solvatagdo especificos. Além disso, € admitida
uma conformagdo fixa para a macromelécula e somente interagfes entre
uma macromolécula simples e jons pequenos em solug3o. Com isto,
nenhuma interagdo do tipo intermacromolecular ¢ considerada e a
solugao & admitida infinitamente diluida. Nestes modelos o
polieletrslitae &€ representado por uma cadeia dentro de uma cela
eletroneutra, cujo volume médico ¢ muito maior que o volume oaoupado
pela prépria macromelécula.

Oss modelos teréricos discutidos a seguir, sZo utilizados para
avaliar o potencial eletrostatico medio ao redor da cadeia
macromoleculzr de polieletrdélito. Estes modelos foram extraidos das

referéncias 98, 100, 105 = 106.

111.1.3.1.1 - Modelo de esfera permeavel

Na primeira tentativa o poli-ion & repregsentade  por uma
esfe/r-a permeavel contendo densidade de carga distribuida uniformémante
em todo o seu volume. Com isto, surge um potencial eletrostatico
econstante e, consequentemente, uma conaentraqlﬁio uniforme de ions
moveis ao redor da esfera. Este modelo ¢ essencialmente o mesmo que

foi usado por Debye e Hickel na teoria classica de eletrolitos simples

(Figura 340 Entretanto, existem varias razes para se acreditar qus
este n3o & um modelo que se ajuste a uma macromelecula carregada. A

Jjustificativa & gue o potencial eletrostatico ira variar
consideravelmente dé um elemento de volume a outro, dependendo da
distAncia do segmento de cadeia carregado mais proximo em relacgio a
distancia de recobrimento de ecargas. Esta ultima & definida por um
comprimento caracteristico, abaixo do qual correm interages

eletrostaticas entre cargas.
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Figura 24 ~ Modelo da esfera permeavel, usado para moléculas rigidas
de polielet.rélito onde o solvente e os ions pequenos podem penetrar no
interior sem, entretantc, mudar suas dimensSes.
1 - Volume ocupado pelo polieletrélito,

I1 - Volume psrmeavel a ions ¢ solvente.

111.1.3.1.2 - Modelo de bastio

Um modelo mais apropriadce, que leva em consideragio o carater
especifico da cadeia de um polieletrélito, & o modelo de bast3o. 0
peli-ion é representado por um cilindro de raio a & de comprimento I,
com I 2> a. Na realidade, a conformagio da macromolécula carregada
tende a se tLornar cilindrica na auséncia de wsletrélito de baixa massa
molax a em baixas concent.ragles do poli-icn, o . gue nao &
necessaria!nenﬁe o caso de outras condigUes. Em geral, o modelo é
valido nos <asos em gue o comprimento de recobrimento dam £ orgass
eletrostaticas onvolvidas for suficientemente grande em relag3oc a
distancia média entre cargas sucessivas da cadeia. Nesmte caso, a
repulsdic entre cargas de mesmo sinal provoca o estiramento e o :

enri jeciment.o da cadeia,
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A carga sobre a macromolécula ¢ considerada uniformemente
distribuida sobre sua superficie ou sobre sl eixo do cilindxro,

determinando uma densidade de carga constante, de valor absoluto:

=
o = g - €253
com i representando o comprimento maximo da cadeia real da

macromolécula carregando =2 cargas de valor unitario gq.

111.1.34.3 ~ Modelo de associagio

A aproximagao tedrica mais simples para soluctes de
polieletrdlitos {(sem outros eletrélitosd e baseada no modelo
cilindrico € © modelo de associag3o proposto por Oosmawa [107, 1081 O

cilindro macromolecular ¢ posicionado dentro de uma cela cilindrica

coaxial de mesmo comprimento I e de raio B (figura 35D,

(9

59|

Figura 35 ~ Corte transversal de uma cela eletroneutra de acorde com o

modelo de Qosawa e sua dependéncia radial do potencial eletrostatico.
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A fragic de volume ocupado pela macromolécula dentro do

cilindro, x_, & dada pela seguinte relag3o:

0]
x., = — 26>
R
onde o volume ocupado pela macromelécula é v o= n a’l e o wvolume
total da cela cilindrica e Vm = nk%1. O= contra-ions =s3&0

distribuidos dentro do volume total da cela Vm, gque ¢ obtido atraves
da relagio:
Vv
Vm = R 27>
m
onde V & o volume total do sistema e Nm o numero total de
macromoléculas.

0 modelo assume uma posigdc dentro da cela com diferenga de

potencial &%, dada pela seguinte expressdo:

Y
S = z 4 In x 28>
2 n e o0 1 v
=" '
onde zq-w- é a densidade de carga linear distribuida wuniformement.s
sobre a superficie do cilindro de raio o e em um meio de
permissividade relativa £. £fo & a permissividade absoluta do wvacuo.

A carga efetiva, 2+q, & dada pela carga t.otal da macromolécula menos o

namero de contra-ions presentes na fase macromolecular, ¥’, ou seja:

z2qg = L= - vig 20>

0 potencial & determina a distribuigSo desigual de

contra~ions ao longo do raio da cela cilindrica.
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A equagdo obtida para a carga elementar efetiva "> em

fungdo de =, x, ©o parametro de carga A &

+ -+
m(um} = -ln -x > + [z-ﬁ—}:—-—]lnx <30>
&+ E*) v
=2 B =
onde .qz
A = = 2 31>
4160 kT Clr/2d 4
hd 2
o3
Q = 32>

Q2 ¢é& o comprimento de Bjerrum e representa a disténcia entre
duas cargas idénticaz em um meico de permissividade relativa &, c:ﬁja
energia eletrogtatica ¢ igual a k7T, Este comprimento ¢ de 7,15 A
quando o =olvente utilizadeo for dgua e a temperatura for 25°C. O
parametro 4 & a distancia meédia entre duas projegfes de grupos
carregados sobre o eixo da cadeia. No limite de diluigdo infinita <{x
—s 0> e gqguande 4 > @, nao exis_te contra-ion associade na fase
macromolecular. Por outro lado, quando o pardmetro de carga for mador
que 1, uma fragdo de contra-ions reside dentro da fase macromolecular,
roduzindo a carga =obre a macromolécula; este fendmeno ¢ denominado de
condensagac de contra-ions.

Com base no modélo de associagio apresentado acima é possivel
avaliar coeficientes osmdticos e a atividade do contra-ion. A
comparagio de valores experimentais com as previsSes Ledricas &
impedida dewvido a wum problema que envolve estimativa de o e portanto

de x, O raic a@ deve ser escolhido de tal forma que a fase
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macromolecular deva conter tante a macromolécula quante o= ifons

associados &2 mesma,

1I1.1.31.4 - Equagio de Poisson-Boltzmann

Um tratamento tedrico melhor, porém matematicamente mais
dificil, ¢ baseado na solugdo da equag8o de Poisson-Beoltzmann para
potenciais eletrostiaticos ao redor do poli-ion. Neste tratamento, a
natureza do solvente também é negligenciada e os contra-ions n3o podem
penetrar dentro do espago cilindrice de raio g, em contraste com o que
& admitido ne modelo de Oosawa.

A equagioc de Poismson-Boltzmann ¢ a seguinte:

-1 da¥ -
—— = ] - =
r =i < I »] 4 7 @ = z. P, (.'r'o) aexp 2 g r 2 a (33>
— o
sendo Po= ——g—?——, o potencial eletrostatico reduzido que depends
smomente da coordenada radial r. 0 somatdrico da equagio acima € feito

sobre todas as espécies de ic}ns pequencos presentes na solugdio, ocom
pk(r*o) representando a concentragic das espécies k (em ions por
unidade de wvolume? a uma disténcia r do magro—ion onde o pot@néial &
se anula, e = & a valéncia dos fon= envolvidos.

Lifson e Katchalaky obtiveram uma solugio aproximada da
equagdoc de !é‘oissonﬂBolt,zmann para o caloculo do potencial eletrostatico
a;p redor do poli-ion como fungde da distancia r. No modele descrito a
seguir, o polielet.rdlito é posicionado em uma cela cilindryica
eletroneutra de raio R (figura 36> Assim, a equagdo 33 se torna:

-2 d d¥

r >

4 —
ar a5 X" exp (~¥2 r

{343

WY
A
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X = 4?!(252 RO €355

onde pc <R ¢ o numerc de contra-ions por unidade de volume na
regific prOxima ao limite da cela cilindrica. O fator de recobrimento

X azsemelha-se a constante de Debve-Hickel K,

r

g

I
s
i
t
E
t
1
t
|
I
{
:
;
|
|
}
|
|
:
i
1
R

Figura 36 — Secdo normal do eixo da cela sletroneutra no tratamento de

Poisson~Bolt.zmann e a dependéncia radial do potencial eletrostsatico..

Um pré-—reéuisibo para o tLratamento considerado‘ ¢ que o
potenfzial ¥, ou seu valor reduzide ¥, assim como o campo elétrico
d¥/dr deve ser préximo de =zero nas vizinhangas da superficie da cela.
Este altimo, limit.a a aplicag3do do modelo a concentragfes

macromoleculares baixas.

A partir da solugdo da equagio, a contribuicdo eletrostatica
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da energia livre pmde-- ser avaliada e, portanto, pode~se avaliar
contribuigBe= a quantidades termodinamicas tais como coeficient.e
osmétice, coeficiente de atividade médio, entalpia de diluig3o e
cut.ras [109). Em geral e dentro do gue foi testado, & satisfatdria a
concordancias entre’ valores experimentais e tedricos, para solugBes

diluidas na auséncia de sal [1001.

111.1.31.5 -~ Modelo de linha de carga

A auséncia de uma solugdo analitica da equagao de
Poisson-Boltzmann aplicada a =solugBess de polieletrélitos, exceto -em
casos particulares como o anteriormente mencionade, reduz seriamente
sua utilizagSo.

Um noveo tratamento proposto por Manning se ternou muito
atrativo dewido ac fato de introduzir conceitos aplicaveis que levam a
expresstes analiticas =simples para varias quantidades e =ob uma
variedade de condigBes diferentes. 0 tratamento é valido apenas
quande as interagdes intermacromoleculares s3o despreziveis, ie., no
caso de solugfes de polieletrdlito infinitamente diluidas.

O modelo basiceo utilizado por Manning ¢ uma linha de carga
infinitament.e longa de densidade dé carga uniforme. Cada carga
elementar no poli-ion fornece um potencial couldmbico de recobrimento
do tipo Debye-ﬁﬁckel:

(~Krd
r eXpP ————— 38>

"

que se somam as demais cargas para o calculo do potencial
eletrogstatico total ¥ a uma certa disténcia radial r» do poli-ion. A
constante de recobrimento de Debvye K inclui contribuigfes dos

contra~ions: e co~fons do =al de baixa massa melar, assim como dos
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cont.ra~-ions provenientes do polieletrdélito.

Nes=te modelo admite~se que ha condensagdo de contra-ions
sempre gque A tender a valores malores que 1. 0O potencial total
reduzido @m na diregdo transversal a uma cadeia carregada linear ¢ dado

pelas seguintes expressles:

(17 = 2 AN K Kry *
™m Em)

<1 (37>
7 = 2 A K (Kr A1 38>
m o
COm:
x* = 870 o + <= p_ /231 Ao 1 €39>
K® = 8nrnQlp *+ <z p /23 x> 1 40>
m
K & uma fungdo modificada de Bessel de ordem =zero, p a
=] . =

concentragio de sal e = é o numero de macromoléculas por unidade de
volume.

0 potencial @m e a componente eletrostatica, a ele associada,
da energia livre de interagdc entre o macro-ifon e os lions de baixa
massa molar sic aplicdveis a solugBes de polieletrodlito sob varias
condigUes. |
| Em geral, as leis limite para gquantidades Lermodiﬂémicas,'
fornecidas pela t.ec:rié de Manning, est3c dentro da mesma ordem de
magnitude dos resultado= experimentais, particularmente para
p’/zpm » 1, isto ¢, solugBes diluidas de polieletrélito na presenga

de excesso de sal (100)
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111.4.3.1.6 — Modelo de cadeia flexivel

O modelo mais =simples para polieletrélitos é chamade de
cadeia flexiwvel, um modelo de cadeia continua proposto pcir Yamakawa.
O interesse neste modelo reside no fato de gue as dimensSes meédias,
sab condig@es n3o perturbadas s3o determinadas por apenas: 2
. parametros: o comprimento de contormno 1! e o comprimento de
persisténcia L. O ultime & uma medida para a distancia de contorno
dentro da gqual existe correlagdo orientacional entre as unidades da
cadeia e estad relacionada com =2 energia livre de formag3o local da
cadeia. No modelo, a macromolécula desierita como uma cadeia de
unidades elementares de rotagic livre, cada uma mantendo um &angulo =]
com uma vizinhanga imediata, & substituida por uma curva espacial
continua. Uma caracteristica interessante do modelo da cadeia
flexivel & = possibilidade gque, dado seu comprimento de contorno, as
dimensfes médias podem variar continuamente de uma cadeia Gaussiana
(ze i/L » 12 até um bastio ou uma cadeia totalmente estirada (se 171 «
1. Deste ponte de vista a ocadeia flexivel pode ser adaptada como
‘ modelo para uma cadeia de polieletrolito izolada Em‘soluq"zi'o.

Ass dimensﬁes_ mé'dias do modelo seguem a mesma tendéncia ent-:be
condigies de baixa densidade de carga em' forgas idnicas altas e
aquelas de alta densidade de carga em forga iénica baixa. 0O modele
também permite discutir efeitos de concentragslo.

No caso de macromoléculas carregadas, a energia livre de
curvatura pode cénsi stir de duas partes, uma relaci onada. as
propriedades intrinsecas da c<cadeia na auséncia de interagBes de carga
e outra resultante de repulsSes eletrostiticas entre cargas fixas na
macromolécula. Com um potencial de interagdo de Debye~Hickel para

descrever quantitativamente esta repulso e a suposigdo que a
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distancia media 4 entre duas cargas fixas & pequena em relag3o ao

comprimento de recobrimento de Debye,

-1

o comprimento de persisténcia total Lt pode também =ser decompozmto em

uma parte intrinseca L 2 uma ]Sart.e eletrostatica L , esta altima
Fod -]

dependente da densidade de carga da cadeia e da forcga idnica da

molugio:

. Q A+ 2

L = L + L = S —— F K12 <413

t F ® 4 £K A
FKD ¢ um fator de corregac que difere da unidade somente para
cadeiass curtas. A raz3o O+ leva em consideragio a possibilidade

de redugdo da carga efetiva sobre a cadeia macromolecular através de
associag8o de contra-ions.

A constante de recobrimento de Debye-Hiuckel, K, ¢ definida
por:

K™ = Bnst 42> -

onde = representa o nimero de fons do sal por unidade de volume.

A eqizagﬁo 42 & valida apenas para forgas iénic‘as elevadas,
onde Lt » K™' mas pode ser uma boa aproximagiio em outras situagles.

O modelo de cadeia flexivel com comprimento de persisiténcia
variavel tem conduzide a interpretagBes gonsistentes e satisfatorias
de uma variedade dg efeitos experimentais. Entretanto, ndo existem
estudos experimentai_g zistematicos e ixto se deve a dificuldade na

determinagdo de L [100]
P
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Os varios modelos digcutidos anteriorment.e desicrevem
propriedades de moléculas de polieletrélitos de modo semi-quantitativo
e mostram inadequagBes gquando =s3do sujeitos a testes mais rigorosos.
Em particular, estes modelos n3o sdo uteis para explicar diferengas
consideraveis gque =30 observadas nas pfopriedades da seolugdo de um
dado polielet.rélito quando s3%0 trocados os contra-ions. Nem mesmo as
teorias descrevem de maneira satisfatéria a dependéncia das dimensSes
moleculares em fungdo da densidade de carga. O maior preblema dos
varios modelos apresentados ¢ admitir-se que o elemento estatistico de
comprimento seja independente do grau de ionizagSo e da expans3c da
cadeia polimérica. Na wverdade, a »rigidez da cadeia polimérica depende
da presenga ou auseéncia de cargas e, desta maneira, o comprimento do

elemento estatistico varia com a extenszZoc da ionizag“é'o.

111.1.3.2 - Estrutura de solugdes de polieletrdlitos {100, 111]

0 tratamento dos efeitos de concentracgico em solugies de
polieletrélitos envolve a descrigde qualitativa de conformagfes e
arranjos de macromoléculas carregadas em diferentes condigfes de
concentragio. Este tipo de tratamento tem sido disoutido atualmente
no sentido de compreender melhor os resultados experimentais ja
obtidos para solugBes de polieletrélito.

Trai:alhas experimentais e tedricos estabelecem a existéncia
d; tres regimes de concentragio para soluges de polimero neutro:
diluide, semi-diluido e concentrado. Entre estes tres regimes =30
definidas duas concentragfes criticas: o e ™ Embora a transigio
de uma regifSio para outra n3o ocorra abruptamente mas gradualmente, as

concentraces de transigdo que separam os diferentes regimes de

concentragdc podem ser estabelecidas. Cada regime de concentragio
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possui caracteristicas proprias, ou se ja, as grandezas medidas
apresentam diferentes padrfes de comportamento em fungio da faixa de
concentragic estudada [112).

No caso de polieletrdlitos, as concentragfes criticas n3o =é
dependem do comprimente de contorno da macromelécula carregada, como
também, da =ua densidade de carga e da forga idnica da solugdo.

Macromoléculas carregadas na presenga de excesso de =al
apresentam conf ormagio espiralada ao acaso. Ne=te caso, deois regimes
de concent.ragio sfo distinguidos. Em um dos extremos as

macromoléculas na forma de espiral sme comportam como partidulas

isoladas com simetria esférica e dimensBes medias E £ gque ¢ chamado
raiec de Flory. Nesta faixa, os efeitos de concentragie ndo =3o
pronunciados. No outro extremo, o© numero de macromoléculas por
unidade de volume & suficientemente grande para qgue ocorra

superposic3o das espiras e formagio de uma réde transiente ou
dinérﬁica, onde cada cadeia se entrelaga a outras. Uma acadeia é,
entdo, descrita por sub~regiSes de tamanho médio §, definide por uma
distancia média entre dois éntr@laqamentos ad jacentes. A concentrag3io
* ) . * *
critica & € , que separa as regifies nas quais € « C e C » C,
correspondendo acs regimes diluido e semi-diluido, respectivamente,

0 comprimento de correlacfic ou tamanho médio da sub-regido

pode ser estimado para cadeias que satisfagam a seguinte condigao: 4
€ 1 ~— o Para isto, s8o feitas as seguintes suposigles: i) para C
b C* , o comprimento de correlacdo ¢ independente de 1 ou M; ii2 £ &

uma fungdo decrescente de concentragio e, iii) a parte da aadeia

dentro da sub-regifio satisfaz as mesmas condiges de uma cadeia
*

completa no regime diluido. A concentragdo coritica C depende do

comprimento de contorno da macromolécula carregada e também de =ua
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densidade de carga e da forc;,a iénica da solugdo.

As seguintes equagies foram obtidas para a concentragio

critica C* {em gramas por unidade de volume) e o comprimento de

correlag3o:
* 3 Mn
T = R — ish (43>
F N
AV
. ‘< -tse Mn 3 4 ~Bl4
g o= W@k —E N C (44>
AV
h e Mm s3o o comprimento e a massa molar da unidade monomérica. N

LAY

& o ntimerco de unidades monoméricas por macromolécula e R § & o raic de

Flory e =me relaciona com a média quadratica do raio de giragdo da

maacromoclécula:

[ g -1 . 270

lEm <s2> = RS~ 1 @, kK5 45>

4
2 — w f
0O fator (Ll K™ leva em consideraca@o, efeitos de densidade
de carga e forga iSnica e &, portanto, especifico para um dado sistema.
* au .
C é uma fungido decrescente do comprimento de contorne e crescente da

forga idnica.

A situag8o de solugBes de polieletrélito na auséncia de

eletxyolito inerte é a mais complicada, tornando o= efeitos de
concentragio ainda mais complexos. Uma extenzio especulativa baseada
na aproximagio do meodelc de cadeia flexivel para solugbes de
peolieletrdélito na auséncia de =al indica  que as interages

eletrostaticas =3oc . determinadas principalmente pelos contra-ions gue

s3a0 fornecidos /pelos préprio=  polieletrélitos. Com a diminuigiao da
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concentragidc macromolecular, o recobrimento de cargas da ocadeia ira
diminuir, com o subsequente aumento do comprimente de persisténcia
total, Lt. Com isto, a cadeia macromolecular torna-se rigida e, em
concentrages baixas, a conformagdo se aproxima a de um bast3o rigido.
Entretanto, o que ocorreria em concentragles elevadas seria dependente
da maneira pela qual os efeitos eletrostéticos =se relacionariam com o
comprimento de persisténcia, um problema que ainda nfo foi tratado
teoricament.e para o casc de solugBes de polieletrolito sem sal

Com o aumento da concentragfo, pede ser atingida uma situacio

onde Lt permanega suficientemente grande e as macromoléculas =e

mantenham estiradas. Neste caso & definida uma concentragdo critica
¢, na qual ogorre um tipo de ordenamento originadeo por interagfes
m,o

entre as macromoléculas,

0
n

ch 1N D 46>
AV

C é¢ = concentragio molar de unidades monoméricas por unidade de
o .

volume,

Através da equagdo acima, verifica-se que o regime diluido <O

*

< Cm ¢) de solugBes de polieletrolito na auséncia de =al ndo &

acessivel gquando a macromolécula apresenta  um  numero de unidades
monoméricas: maior que 10°. Isto mostra que nio h# solugbes
“infinitamente diluidas" de polieletrélitos com n = 1000. Este
resultado também mostra que em concentragSes baixas a auto-dissociagio
da &gua, gue normalmente € utilizada como solvente, n3i3o pode =er
negligenciada e, portanto, o solvente pode atuar como eletrdlito de
baixa massa molar.,

Quando: a concentragio da solugdo ultrapassa c o, o
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comprimento de persisténéia total diminui, conduzindo a outro regime
de concentrmagiio que & caracterizade pelo aumento de flexibilidade da
cadeia macr-omelecular. A concentracgdo C‘:, na qual Le =e iguala a0
comprimento de contorno (1 = Le}, ¢ usada para definir o atingimento
deste novo regime,

¢ = A asnQhrt N DT €47>

™ aw

odi jk [113), propés a exizténcia de pelo menos dois regimes

de concentragdco para C > C:- A primeira regifo de concentragio, na
qual C’: < € < C:*, ¢ caracterizada por uma rede tridimensional gue
retem alguma anisotropia mas & continuamente deformada com o aumento
de concentragio. Quando o valor da concentragdo atinge C:* as
macromoléculas dentro da rede adquirem flaxibilidade poi= el
compriment.o de correlacdo [ passa a ser maior gue o compriment.c de
persisténcia. A concentragdoc gque limita estes dois regimes £ dada
por:

c = 0,04 ¢4 n Qh A"y 7t 48>

Nota~se que este wvalor é independente do comprimento  de
contorno ou da massa molar do polieletrélito, mas dependente da
natureza da &macromciécuia (h? e sua carga efetiva >, assim como, da
n..‘.«:nt,ur-eza do solvente e da temperatura {(comprimentoc de Bjerrum QD.

Em agua a 2500, esta concentragfo critica situa-se na regifio
de 4 x 1072 e 2 x 1077 moles de monémeros por dm’, para um polimero do
tipo vinilico & um polissacarideo simples, respectivamente.

Acima de C:*, a superposigio de interagBes eletrostaticas ja

& consideravel e devido ao recobrimento das cadeias, ocorre formag3o

116




de uma rede tLransiente caracteristica de um regime semi-diluido de
macromoléculas nHo carregadas ou de polisletrélito carregado na

presenga de excesso de sal A figura 37 ilustra o= quatro regimes de

concentragf@o discutidos acima.

Figura 37 - Representagdo esquematica dos guatro regimes de

concentragio para solugles de polieletrélito sem sal, de acbébrdo com

Odijk {1131
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Infelizmente, x::enhuma investigagio sistematica tem sido
conduzida para testar as previstes tedricas do ocomportamento de
solugBes de polieletrélito na auséncia de sal Dentro do que é
gvidenciado experimentalmente atraveés de propriedades de n3o
equilibrio, tais con;Q viscosidade e difus3o, os resultados confirmam a
existéncia de um nimero maior de regimes de concentragio em solugles

de polieletraolito na auséncia de sal, em comparagdco com solugfes

contendo =al de baixa massa molar. Além disso, experimentos em
concentracBes abaixo de C,':'Q s8a dificilmente conduzidos devido a
dificuldade de medida de pequenos efeitos. Por outro lado, medidas
acima de C:* apresentam problemas por se tratarem de condigSes de
alta viscosidade £1001. A  maioria dos resultados descritos na
literatura limitam-se a concentragles dentro da faixa de CZ,‘:— a C:*
{114, 115]

[11.1.3.3 -~ InteragBes com ions [98, 116]

Soluqﬁeé contendo macromoléculas carregadas apresentam
grandes desvios de idealidade termodinamica. Mesmo em scolugles
diluidas de polieletrdélitos analogos a eletraélitos f‘ért.as; s o

coeficiente de atividade dos contra-ions & muito  baixo quando
comparado com o observado em solugdc aquosa do analogo m;'cromoiec:ular-
Da mesma forma, as pressdes osmoéticas de solugBes de polieletrdlitos
=80 muite mais baixas do que seria previsto com base na concentragio
estequiométrica de contra-ions. Estas nao-idealidades SA0
consequéncias dos elevados potenciais eletrostaticos que existem na
vizinhanga de macromoléculas com cargas maltiplas, que aprisionam o=
contra-ions e thes tiram =sua identidade como espécie de mobilidade

independent.e.
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A primeira evidéncia desta imobilizagio de contra-ions foi
observada por Wall, em determinagdc de numero de transporte [1171 O
resultados obtidos por este autor mostraram que cérca de 60% dos fons
sédio de uma solugio de poliacrilato de s6dio se deslocam em diregdo
ac anodo, emn oposigdo ao campo elétrico. Esta fragio de ions sddic &
caracterizada como parte integrante do macro~ion durante =sua migrac3io.
ConclusSes ssemelhantes foram obtidas por outros autores usando ocutras
técnicas experimentais, tais como medidas de coeficiente de atividade
e de JdifusZo. Entretanto, a natureza das forgas de interag@o entre
contra-ions e macro-ions ainda n3io esta detalhadamente esclarecida.

Porém, existe concordancia em relagdo a imobilidade de uma
frag@oc de contra~fons e isto s=se reflete nos modelos tedricos
existentes, por exemplo, no conceito de condensagdo. A  imobilizagsio
de parte dos contra-ions ¢ considerada como o aprisionamento dos
mesmos dentro de barreiras potenciais, isto ¢, dentro do dominice do
macro-ion, onde o ocampo eletrostatico é suficientemenpe srande para
evitar a remog3o de contra-ions por movimento térmico.

Strauss e Ross observaram que a velocidade de migragdo
eletroforética de polieletrélitos varia de acérdos com a natureza  do
contra~ion usado e atribuiram estas mudangas & formacdo de complexos
poli-ionscontra-ions. Estes autores mediram as variages de volume
que ocorrem com a mudanga de contra~ions para varios polieletrélitos,
a.dmit,indo que as variacBes de volume =z3o decorrentes de alteragBes na
estrutura da Aagua ao redor de grupos ionizados. De acHrdo com esta
interpretagSo, a maior variagdo de volume & ocasionada por malor
quant,idade de Agua de hidratagdo liberada e, portanto, maior energia
de associagBc contra-ion/macro-ion. A partir dos  resultados

experimentais foi obtide para uma dada espécie de contra-ion que a
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energia de associagSo a grupos fixos na macromolécula aumenta segundo
a ordem:

—S0_ < €00 < —PO_
Da mesma Yforma, para um dado poli-&nion a energia de associagio do
grupo carregado da macromolécula com diferente=s cations, =egue a
ordem:

+ 2+

< K' < Mg < ca™t
Ac contrarioc do que foi sugerido, alguns autores discordam da
classificag8o de contra-ions associados em diferentes categorias.
I=to porgue naio existe prova direta, por exemplo evidéﬁcias:
espectroscépicas;, e os argumentos utilizados =30 de natureza indireta.
Estes argument.os =30 baseados em mudangas de propriedades
macroscdpicas, tais como © volgme total de uma solugde, e estas ndo
paodem ser interpretadas em Lermos de um fendmeno molecular, =zem uma
teoria estatiztica correspondente. Infelizmente, muito pouco &
conhecido =mobre a =solvatagaode cadeias macromoleculares & muito menos

sobre as meodificacBes que possam ocorrer nas camadas de solvatag3o

quando ions pequenos se aproximam ou penetram na mesma £1001.

1I1.1.34 - Eqguilibrio Donnan {118]

O efeito do pH e da concentragio de eletrdélitos de baixa
massa molar =sobre as propriedades de polieletrdélitos pode ser
atribuido n3¥Eo somenteé a mudanga da forma da macromolécula na solugio,
como também, aco Equilibrie Donnan de membrana.

O Equilibrio Donnan & a interpretagdo termodinamica formal de
um processo e ndo pode ser usado para concluir sobre mecanizmos
moleculares. Adicionalmente, este efeito, como qualquer interpretagsdo

termodinamica de um processo, é aplicAvel somente se um dado sistema

120




astiver em scdquilibrio.

Paxra entender melhor este equilibrio, supfe-se dque para
determinar a pressXo osmdtica por meic de osmdémetro simples, contendo
uma membrana semiparmeavel, uma solugdo de polieletrdlito é colocada
em uma cela Gsmét’ica‘ no inicio deo experimento. O peolieletrdélite =e
dissonia completamente em ions macromoleculares ®* gque sHo incapazes
de dialisar, e em ions péquenos, tais como Na", que atravessam A
membrana. Se for considerado que a concentragdo R " na solugdo
interna & < _, ent.3c a concentrag3o de ions Na' na mesma solugi3o sera
z2€ - Supondo que o liquido do outro lade da membrana contém
cletrolito de baixa magsa molar, por exemplo cloreto de sddic, e dque
ambhos os ions (Na' e ClI'> s3o0 capazes de atravessar a ‘membrana.
Conmiderande também que a concentragioc de NaCl na solugSo externa & <
e, finalmente, que os volumes das =olucBes dos dois lados da membrana
=830 iguais, resulta que os ions sHo distribuidos da seguinte maneira

ne inicio do experimento:

Licuido interno (id Liquido externo (e
(R}, = ¢ (Na"] = ¢
1 1 € 4
Na'l, = =zc 'l = ¢
i 1 e 2

Dornan encontrou que o equilibrio do sistema & atingido no

seguinte estado:

Licquido internco i3 Liquido externo {(e2
(R*7), = ¢ ' INa"1 = ¢c_- x

i 1 e 2
INa'l, = =2c + x e = c_ - X

X 4 e 2

Gl 3‘i = X
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Quando o equilibrio ¢é estabelecido, ions do eletrélito de
baixa massa molar n3o podem atravessar a membrana separadamente; caso
contrario, campos elétricos =seriam originados. 0 nimero de colisSes
simult.dneas de ions Na® e ¢l por unidade de &area da superficie
interna da membrana dependem do produto de concentragdo de ions, imto
é, IN3+3‘£ X !,'Ci“]i. Aparentemente, o equilibric s=sera estabelecido no
sistema quando o nimero de‘pares de ions que atravesmam a membrana da
direita par:& a esquerda por unidade de tempo for igual ao ntmero de
pares de ions passando da esquerdar para a direita. Em outras
palavras, wuma condi¢io de equilibrio é a igualdade dos produtos de
concentragSes de ions que se encontram dentro e fora da membrana:

INa')., x [C1'1,. = INa'} x [C17]
3 R &= e

Substituindo os valores encont.rados para [Na+}1. H wcy ]i H

[Na+]e e [CI"]e na equagdo acima, obtem-se:
x (e + x> = {(c_ = x>

1 2

2CXX = C - 2 CcX
1 2

x = ) 40>

Quando c, P €, isto &, guando um siztema tem uma quantidade

pequena de eletrdélitc adicionado:

2
< X L=

x = ‘"E?:E"" ou — = z: 50>

i z 1

A relagdo mostra que quando a quantidade de eletrélitec de baixa massa

molar é pequena, este se encontrara principalmente no liquido externo.
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Quando <, LA iste ¢, quando o =sitema possuir grande

quantidade de eletrdlito,

p]
Lt

0
N

(51>

H

b
]
b

Em outras palavras, o eletrdlito sera distribuido unifermemente em
ambos oz# lados da membrana.

O exemplo acima relata somente o caso em que o eletrdlito de
baixa massa molar & colocade no  liquide externo, no inicio do
experimento. O resultado nZ&oc muda consideravelmente se este eletrolito
estiver também presente na cela osmdtica ou se o polieletrdélito & o=

eletrélitos de baixa massa molar n3o possuirem um ion comum.

ii1.i4 - Propriedades de transporte de solugbes de polieletralitos
Propriedades de n3o equilibrio de solugBes de polieletrolito,
por exemplo viscosidade, tem sido investigadas desde o= primeiros
est.\.;dos de polieletrdlitos. Contrariamente ao caso de equilibrio,
onde & esperado obter um tratamento tedrico zimples gque corresponda
aos efeitos observados, 6 comportamento de ﬁ'a“o equilibrio depende
fortemente da resposta do sistema a perturbagBes externas responsaveis
pelo afastamento do equilibrio. Até a presente data,a interpretagdo

tedrica de propriedades de n3o equilibrio ainda nio ¢ disponivel, & o

comportamento dinamico de cadeias mais ou menos Tlexiveis de
polieletrolito continua =ando um problema longe de =mer
satisfatériamente entendido. Em alguns casos, porém, o comportamento

de =molucgBes de polieletrélitos tem =sido relacionado com macromoléculas
n3c carregadas, considerados os efeitos especificos devido & presenga
de cargas na cadeia e o comportamento de ions pequenos, assim como

SLLas interaqb'eé mutuas [100]. Algumas propriedades de interesse ser3o
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dizcutidas =& seguir.

1i1.1.4.1 - Vismcosidade

A viscosidade de um polimero em solugdo depende diretamente

do tamanho da macromolécula em solugBo e pode ser relacionada

empiricamente & sua massa molar. Para wum polimero ndo-idénico, a
2]
vizcozidade reduzida da solugio, ——-%»Em, segue a equagdc de Huggins:
P
L
&p 2
AL U + 5
cp Inl KH ] cp (52>

onde Kn & uma constante, <, & a concentragdc da solugdo e 7 &
=P

chamado de incremento especifico de viscosidade que ¢é dado por:

n = er— B3>

7, e n, s8c as viscosidades da solug8o e do solvents,

respectivamente; (0] ¢ a viscosidade intrinseca do polimero:

. b=
lim Lid

< —r O P

= [yl (54>

que & utilizada para determinar a massa molar do polimere, atraves da
relagio de Staudinger-Mark-Houwink:

= K_ M2 553
onde K?? @ a sR0 constantes para um determinado zigt.eoma
poiimero*solvenbe, determinadas experimentalmente por calibragfes com

amestras de massa molar conhecida.
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O comportamento viscosimétrico tipico de uma solug@io de
polieletrélito ¢é bastante diferente daquele de solugSes de polimero

nSo-iénico (1191, Este comportamento ¢ ilustrado na figura 38,

Figura 38 - Variag8c da viscosidade de solugles de polieletrdélito em
fungdio de sSua concentracgio: {—> ausénaia de =sal; =2 qguantidade
moderada de sal adigionado e <.> solugSo com excesso de sal ' A
curva 1 corresponde ao comportamento previsto teoricamente e a curva 2

a resultados experimentais [1191

No primeiro caso a diluigBo produz continuas mudangas na
natureza do ambiente eletrostatico =ao redor do poli-ion isolado, que
afetam interagfesm inter e iﬂtra-mslec;.ziares. Estas mudancas originam X
curvas de viscosidade reduzida que diferem fundamentalmente daquelas
obtidas com polimeros nao-idnicos. Quando é adicionado sal N

solugdo, a=s viscosidades sZHo fortemente reduzidas e a ‘variagio da
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viscosidade reduzida com a concentragio de polisletrdlito se aproxima
do gque ocOXre com polimeros nao-iénicos. 0 eletrdélito adicicnado a
solugSo estabiliza a atmosfera eletrostatica ao redor dos poli-jons de
t.al forma que impede mudangas nas dimensfes dos mesmos e nas
interagBes wentre elss.

0 incremento de viscosidade especifica de um =solugdo de
polieletrélit-o depende, | portanto, da natureza do solvente,
temperaturas, massé moelar, concentragio e densidade de carga do
polieletrolito, assim como da forga idnica da solug3o. A maiorim dosm
trabalhos experimentaiz nesta é\:ea foram feitos com =solugles agquosas
de polieletrolito.

Mantendo-se a temperatura constante e também a concentragado
de molvente (dguad e =al, o incremento de viscosidade causadoe por um
dado peolieletroélite em agua aumenta com o aumento da densidade de
carga sobre a cadeia macromolecular. Isto ¢ normalmente observado eom
todas as concentragbes de sal, inclusive na auséncia do mesmo, Porém,
a variagioc relativa ¢ tantoc menor quanto malor for a concentragio de
sal, Como  © incremento de viscosidade esta diretamente relacionado
com as dimensSes médias do polimero, este fato reflete a ocorrénuia de

t,ransigé"o conformacional da macromolécula.

n
sp

A interpretacic de valores absolutos de nsp ou para
concentrac@es finitas de polieletrélite & bastante dificil devido a
influéncia de interagles eletrostaticas e  hidrodinamicas. .Se o
aletrdlito inerte de Dbaixa masmsa molar estiver em  excess=o, as

viscozidades intrinsecas s3¢0 obtidas a partir de extrapolagic das

retas para concentragdc zero de polieletrdélito, As  inclinagfles

7
sp
<p

positivas das retas cobtidas a partir de X £ fornecem as

constantes de Huggins que geralmente diminuem com o aumento de G2 ©
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que reflete a decreoscente influéncia de interagdes
lintar-macr‘omoleculares. |

A viscosmidade intrinseca também diminui com o aumento de <_>
além de depender da massa molar e da densidade de carga do
polieletrélitco disto &, numero de cargas elementares por unidade de
compriment.o de cadeial. Na figura 39 ¢ mostrada a infludncia da
concentragio de sal e do grau de dissociag8o do acide poliacrilico

sobre a viscosidade intrinseca deste polieletrdlito,

(n) 001M

(dr.g')
20 +

Figura 39 - Variagdc da viscosidade intrinseca de PAA em fungio do
grau de donizagdo de gruposm &cidos e na presenga de diferentes
s

concentragSes de NaBr. Massa Molar do polieletrélito de 5,32 x 10

g£-mol> [120].
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E bem estabelecido que a viscosidade intrinzeca de um
polimero & diretamente relacionada com as dimensSes médias, mais
especificamente, com o volume  hidrodinémico da macromelécula  em
solugfe. Poxr esta razdo, as variacBes de [nl com a densidade de carga
de um polieletrélito a uma dada concentragSo de sal refletem mudangas
nas dimensSes médias da macromolécula. O forte efeito da densidade de
carga e forga iénica da solugdo sobre as dimensSes médias de
polieletrélitos foi tambem demonstrado usando-se outras propriedades,
por exemplo, através da anilise do raio médie de giracgio obtido por
medidas de espalhamento de luz [121]

Existem varias t.eorias gue tentam relacionar dados
viscosimétricos as dimensBes de um polieletrélito. A  equacgioc mais
fraquentemente usada e que relaciona a massa molar da macromolécula
com a sua viscosidade intrinseca em =solugio é  a equagdo de
Stockmayer—Fixman:

| _;lg-; = Kk, + 05128 B M (56>
onde & 4 a constante de Fléry) B & um parémetré de interacio de longa
distancia e K, é uma constante gque asta relacionada com as dimensaés
ndo perturbadas do polimero e pode ser obtida através da viscosidade

intrinseca sob condigBes &

12 2. 8-2 , 4
In]e | = K&? M = & <z >6? M 57>
. [}}]8
O valor de K_ obtido por extrapolagdo de  ———— & independente de C
& . ¥ %2 P &
e apernass aument.a lentament.e com a densidade de carga do

polieletrélito.
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Ent.retanto, a equag8o (56> tem sido questionada por n3o

conter qualquer contribuigio de efeitos eletrostaticos. Outras
equagBes =30 sugeridas na Hteratura [122] tornando-se necessario,
porém, investigagBes mais sistematicas =chre sua adequagio aos
resultados experimentais.

Em resumo, o entendimento de propriedades viscosimétricas de

solugdes de polieletrslitos na presenga de sais ainda naoc =3

completament.e satisfatdrio. Por outro lado, a analise de resultados

viscosimétricos de solugBes de polieletrdlitos na auséncia de =al &

N
sp

ainda mais complexa. A viscosidade reduzida =
P

de s=solugfes de

polieletrsélito em concentragSes muito baixas de sal ou na auséncia do

mesmo apre=senta, A& temperatura e densidade de cgargas constantes, um
efeito peculiar de concentrag@o que torna impossivel a determinagio de

suas viscosidades intrinsecas.

Na figura 38 foi apresentada uma curva experimental €22 de
medida viscosimétrica de uma soluglo de Aacido politestireno sulf Anicod
na auséncia de =al 0 aparecimento de um maxime na curva de
viscosidade reduzida em fungSo da concentragio de polieletrélito foi
inicialmente Justificado como o ponto dg maior eatirament.o do
macro-ion. A medida em que a concentragdc de polieletrélite fosse
reduzida, a diluigSc  atuaria somente no sentido de diminuir as
interagtes h-idrodinémicas ent.re oz macro-ions,

) Existe, entretanto, indicagio experimental {1231 de gque este
valor maAximo n3o seria obtido se fossem tomadas precaugfes para
remover impurezas idnicas que poderiam estar presentes na solugio ,
por exemplo, pequenas quantidades  de didxido de carbono atmosférico ou
mé#ma jons provenientes da auto-ionizagl3c da agua. Ezstes ions
poderiam fornecer suficiente forga idnica para diminuir *r;ap/c: . | Na

P
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auséncia completa de impurezas ¢ muito provavel que nﬂp/cp de =olugdes

de policletrolitos aumente ilimitadamente com a diluig3o, peois este

tipo de compeortamento & caracteristico de sletrélitos simples em agua.
Quando um =sal simples é adicionado a uma solugldo de
polieletrélit.co, alguns dos eletrélitos mévels atingem o macro-ion; o

recobriment.o  eletrostatico de cargas causa redugSo no potencial

repulsivo entre segmentos e o macro-ion se contrai. Eszta contragio &

manifestada na forma de uma diminuigdoco da viscosidade da =soluglo.

Um fator de complicagdo extra & a possibilidade de
comportamento viscosimétrico nSo-newtoniano destes sistemas. Isstto
pode ser originado por orientagiSo e deformagio das cadeias sob

gradiente de viscosidade e =sua subsequente influéncia em interagbes

hidrodindmicas  [1001.

111.1.4.2 - Sedimentacdo

Transferéncia de massa ocorre am qua.iquer- sistoema
uniforme multi-compenente quando submetido a um campo gravitacional ou
inercial. O resultado desta transferéncia de massa é a formagio de
gradientes de concentragic nos quais cada componente atinge wm
potencial quimico uniforme. Em uma solugSo ideal, é wvalida a equagio

baroméetrica {1241

d<in x O M 1 -0, p> e
2‘ = > o 58
dr ZRT

que descreve a variagSc da fragio molar de um componente i (xi) em
fungio do quadrado da distancia de uma determinada altura dentro da
solugdo ao eixo de centrifugacio 3.

A equagSo termodinamica de equilibrio de sedimentagio &
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valida para qualdquer ﬂﬁ;’tdg e tem sido muite 0til na determinagio de
parametros moleculares {1251, Entretanto, o gradiente=s de
concentracio previstos por esta equagio 2Zo raramente observados
devido a resstrigBes cinéticas.

A primeir:a descric8c da cinética de sedimentagBo & dada pela
lei de Stokes: a velocidade de deslocamento vertical de uma particula
esférica em um campo inercial & dada pela raz8o entre =eu pemo de
flutuagio e =eu atrito com o meio [126].

- z
m, 1 vi pY woor

——%wn & (59>

[»2
i

3
3

=1
~~

Ass=sim, a velocidade de sedimentagdo de uma substancia com uma
densidade L) depende do ralo da particula o, a da =ua massa m., da

densidade e viscomsidade de meio. A velocidade de deslocamento por

unidade de campe inercial, chamada de coeficiente de sedimentagado, @

usualment.e medida em unidades de Svedbergz, em que 1 Svedberg
corresponde a 107*? segundos.

Utilizando a descricgdo geral feita anteriormente para
sedimentagic, a velocidade de um polimero neutro & determinada pelo
balango entre as forgas de aceleragio gravitacionais ou inerciais e as
forgas de retardamento devide ao atrite com o meio.  No caso de
palieletréiit’cs' ccorre ainda uma complicag@o adicional Devido a
grande diferenga de tamanho, © macro-ion sedimenta a uma velocidade
maior que Seus contra-fons e isto eria um gradiente de potencial
eletrostatico {(potencial de =sedimentacgdo). Ao mesmo tempo, atuam as
forgas de atragio eletrostatica entre o macro-ion e seus contra-ions,
que evitam a separagio de cargas. Como o coeficiente de sedimentac3o

do macro-ion é geralmente muito maior que o do contra-ion, o potencial
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de sedimentagio diminui a velocidade de sedimentagidc do macro-ion.
Isto =significa que o coeficiente de sedimentagdo final & geralmente
muito menor dque aquele da macromolécula neutra de mesmo tamanho,
conformacio € volume especifico parcial [981L

Est.e fendmeno foi inicialmente estudado por Pedersen [1271 e
chamado de efeito primaric de carga. De acorde com sua teoria foi
mostrado que o coeficiente de sedimentagdio da macromolécula neutra
correspondente poderia ser obtido atravées do aumento da forga idnica
da solug8o <adigdo de sai},que eliminaria o potencial de =sedimentag3o.
Embora a diferenga entre om coeficientes de sedimentagio entre chtion
e Anion do =al adicionade possa também criar um gradiente de potencial
eletrostatico na =olugdo, que por sua vez também afetaria a velocidade
de sedimentagio do macro-ion, este problema pode ser omitido =me os
fons possuirem velocidades de sedimentagio proximas, como ¢ o caso do
sal Na(l Este ultimo problema ¢ chamado de efeito secundario de
carga.

0= procedimentos citados acima foram muito utilizados em
quimica de proteinas com o propo=sito de determinar a massa molar
dessan macromoléculas {1281 De fato, uma das verifi éaq.aes
experimentai= da Hipétese Macromolecular de Staudinger foi F-
determinagSc de massa molares de proteinas por ultracentrifugacio
analitica, fei;t.a por The Svedberg.
) Varios trabalhos aprezentam tratamentes tedricos dos efeitom
de carga na sedimentacio de polieletrdlitos. No tratamento classico
[119, 127, 129, 1301 a velocidade de sedimentagio do macro-ion e =seus
qontra—ions é- vista como resultante de dois componentes: a
contribuicio do campo inercial e a contribuigic do campo elétrico

agriado intexrnamente por uma separag3o parcial de cargas. Tratamentos
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maiz rigoramos [134, 1353] envolvem a aplicacg8o de termodinamica de
processos irreversiveis e expressam o acoplamente entre os diferentes
fluxos idnicos em termos de coeficientes enomenaolagicos. Outros
tratamentos: consideram, além dos efeitos primarios e secundarios de
carga, fatores tais como: expans8co da cadeia, atmosfera idnica e
drenagem do macro-ion. Estes fatores também afetam as propriedades de
atrito do polieletrélito e, portanto, influenciam sua velocidade de
sedimentagio [183,1341

Segundo o tratamento apresentado por Alexandrowicz e Daniel
(120}, a equagdo obtida para o coeficiente de sedimentacio tem c;ﬁma
base as seguintes suposigles:

Ca> apenas uma frag3o dos contra-fons esta associada
firmemente @0 macro—ion e esta fraglo ¢ independente das concentractas
de polieletrdélito e eletrdlitos adicionados;

b2 o coeficiente de atrito do macro-ion & independente da
forga idénica da solugSce e varia com a concentracie da macromoléculs

segzundoe a meguinte equagio:

1 + K C 2 <600
d P f: PP
onde Cp é& a concentragio em gsl, KP & um coeficiente e f:j & O
coeficiente de atrito intrinseco da molécula de polieletrélito. .
Neste tratamento, o coeficiente de zedimentagio do
polieletrélito na presenga de sal & dado por:
1 1 + c M _ & f— c
g = P + P "
P s° Mm+ c+ oo
P
1 4+ 8 - Ccn 5 = €1 s+ .
X {612

Mm+ €Cc+ + -2
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onde:
Sp & o coeficiente de sedimentagdo aparente do polisletrdélito
contendo cargas fixas positivas,

<« PR : o~ .
&Y & o coeficiente de sedimentagdo intrinseco:
P ' ,

<

{622

lim s = &
Cc+v + C-d—r ® T v
c, ©- @ <+ s8o as concentraces molares do polisletrdélito, do
P
contra-ion e do co-ion, respectivaments,
fi & o coeficiente de atrito médio do contra-ion e do

co-ion.

Mm+ & a massa molar corrigida da unidade monomérica ionizada
que & dada por:

Mm+ = Mm+ A4 «»3W 5 63>

onde Mms+ & a massa molar do mondmero ionizado, Gm* o volume especifico
parcial da unidade monomérica ionizada e p a densidade da solug3o.

5- © s"-t- 8o os coeficientes de sedimentagao do contra-ion e
do co-ion, respectivamente.

A express3o geral acima ¢ simplificada quando a solugdo de

polieletrélito se aproxima dos seguintes limites: (i) excesso de sal e

(ii> auséncia de sal adicionado. As curvas tebricas . obtidas =30

apresentadas na figura 40, Quande a razio polimerossal ¢ baixa s3o
obtidas varias retas, cada uma correspondendo a uma concentragdo
diferente de sal. Quando esta razfo ¢ mais elevada, a relagdc linear .
deixa de ser obedecida e surge uma curva concava ascendente,
Finalmente, a ascengSo maxima & atingida quando a concentragic de sal
é muito baixa -~ em relagdo a concentragao de polieletrolito,

predominandc o efeito primaric de carga.
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Apoesar do tratament.o propogto para o coaficiente der _:'
- sedimentagdo ter sido testado experimentalmente [135], © mesmo foi
criticado quanto a suposig8o de que o© coeficiente de atrito dté)
polieletrolito nSo dependeria da forga i6nica da solugio [136]. Como
a variag&o da forga idnica da solugdo provoca alteragfes .

conformacicnais na cadeia de polisletrélito, n3o deve ser esperadoe gue

Figura 40 - Representagio esguemética ilustrandc a dependéncia entre o
inverso do coefliciente de =odimentagio polieletrdélito = sua
concentragdo na solugio <cp) a diferentes concentragdes de sal (ma),

segundo a referdncia [1291.

o coeficiente de atritce se mantenha conmtante. Além disso, foi
sugerido que o efeito primério de carga seria sliminado em solugdo

infinitamente  diluida de polisletrélito na presenca de =al.
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Entretanto, o efeito de carga nSo ¢é desprezivel com relag3o -
distribuigio de 1ions ao redor do polieletrélito e isto inf luencia as
propriedadess de transporte nestas condigfes 137} Este ultimo
aspecto foi demonstrade experimentalmente no trabalho de Nagasawa e
Eguchi {133].

Mais recentemente Roots e Nystrom [114] estudaram o efeito da
concentragic sobre o coeficiente de sedimentagieo de solugBes de
polieletrélito semi-diluidas, em varias forgas idnicas. A previsdo
teérica para o coeficiente de sedimentagio foi obtida com base em
relagfes desenvolvidas por Odijk [113] Deste modo, o coeficiente de

sedimentagic de polieletrdélito em solugBes =emi-diluidas e na presenga

de sal seria proporcional a c;o‘s. Entretanto, result.ado=s
experimentais obtidos a partir de medidas de velocidade de
sedimentag8o  em ultracentrifuga analitica, com solugtes de

poliCestirenc sulfonato de sodiod, mostraram discordancia com relagio

as resultado tedrico. O coeficiente de =sedimentagSio ¢ propercieonal a

-}, 56
o

, neste caso. Os autores associaram esta discrepancia a uma ma
| o .

. adequag3o de parametros Leéricog as propriedades hidrodinamicas 1381
Por outro lade, solugtes de polieletrdélite na auméncia de sal
apresentaram comportamento bastante complexo e isto foi observado
através do grafico SP x cp, apresentado na figura 41 Inicialmente S
diminui com a concentragdo até atingir um platé e novamente decrescer.
Este comportamente peculiar foi discutido da seguinte maneira: a
primeira parte da curva representa uma sgituagdo na qual as moléculas
de pol-ielet.rélito se encontram rigidas e alinhadas. Na regifo central
aparecem entrelagamentos de cadeias e em altas concentragfes estes
efeitos crescem progressivamente e as cadeias de polieletrdlito

adqguirem flexibilidade {1141, Em contraste com o - resultado
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experimental, a previsiao tedrica nestas concﬁgﬁes mostra que fa

coeficiente de sedimentagdo deveria ser independente da concentragio.

log .S‘p

log C
P

Figura 41 - Orafico do logaritimo do coeficiente de sedimentagao do
polieletrélito versus o logaritimo da sua concentragdo, para solugSes

de polidestireno sulfonato de =s6diod na auséncia de sal {114l

Varios outros trabalhos pédem Ser .encgntrados na Hteratura
sobre este tema. Alguns deles apresentam novos tratamentos tedricos,
utilizande meétodos computacionals sofisticados {134). Outyos i.,entam
adequar reéultados experimentais obtidos com macromoléculas o jost
p:arémetrmg moleculares sdo bem definidos, aos tratamentos tedricos
existentes,

De fato, O estudo de wsedimentagdo de polieletrolitos &
dificultade tanto pela complexidade das abordagens tedricas gquanto

pela dificuldade de se obter bons modelos experimentais.
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11145 - Osmocentrifugacgdo

O processo de osmocentrifugagio foi discutido no capitulo
anterior <{segao ILL7). A  eficiéncia analitica da osmocentrifugagﬁcs' :
foi comprovada através da determinagfo das massas molares e de
coeficientes viriais de dextranas e proteinas  [139, 1401, A
osmossedimentagio e a osmecentrifugagiio mostraram-se Gteis tambom para
finalidades  preparativas, tais como concentragac e fracionamento de
dextrana polidispersa Mw = 2 x 10°  ganol ™. Neste caso, foi
verificado <ue as aliquotas retiradas do funde da cela s30 mais ricas
em componentes dJde massa molar média elevada que as aliquotas de
solugBo do topo da cela.

A 7 osmocentrifugacdo poderia sern utilizada também no.
fraciconamento de solutos de massa molar pequena, desde que =1
utilizasse membranas de osmMose Ieversa. Outra possibilidade, gque esba
descrita neste capitulo da tese, é o fraci;mam@ntc de contra-ionss de

um polieletrslito, contido por uma membrana de ultrafiltragio.

111.4.6 = Plano fatorial [141]

Foram utlizados planos fatoriaiz para avaliar o comportamento
de gradientes de concentragio dos polieletrélitos e dions sodio e
potassio, em experimentos de osmocentrifugagio. Entre as variaveis =
que afetariam principalmente estes gradientes de concentragfo, foram
considerado=s: concentragdc de polisletrdélito, concentragio total 36 N
contra~ions s6dio e potassic e tempo de osmocentrifugagio. Outras
variaveis, tais como velocidade e temperatura de centrifugagfo, foram
mantidas constantes, A utilizagdo de planos f atoriais, neste casso,
tem como vantagem a aplicagic de um numero relativamente reduzido de

experimentos para obter resultados dos quais se possa concluir sobre a -
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influéncia dos varios efeitos. Embora este pimerc de experimentos
‘se Ja incapaz de explorar completamente uma grande regifo no espago de
variaveis, © plano fatorial pode ser utilizadoe também para indicar a-
melhor a&re=: de exploragdc em futuros experimentos,

Para a avaliagdo do efeito das 3 varidveis citadas nos
gradientes de conceniragdco, foram tomados dois valores <(ou niveis)
para cada uma das 3 ?ariéweis. Foi realizade um total de 8
experiment.os, resultantess de todas as combinagles possiveis. Na

tabela 12 & indicado o formato de montagem dos experiment.os.

Tabela 12 —~ Notagles comuns utilizadas para a matriz do planco fatorial

. . , . . 3
de trdés variaveis em dois niveis (27).

Experiment.c Variaveis Resposta
A B G
1 - - - |34
F
2 - - + R
2
3 - + - R
3
4 - + + R
-
5 + - - R
5
6 + - + R
<
7 + + - R
?
8 + + + =

A notagdc +/- na tabela ¢ wusada para indicar o= niveis
‘superior e inferior de c¢ada variavel e facilitar a apresentacgdo dos

calculos, Como resposta ¢ colocado o resultado final do experimento |
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na forma de um paré‘meﬂro de interesse. Neate caso, sdo utilizados 3
parametros: o5 gradientes de concentragdo de polieletraliteo e osm de
ions s6dio e potassio. Os gradientes obtidos experimentalmente s=Ho

apresentados segundo a relacg3o:

onde AC & = diferenga de c‘onaentrégé{o entre a fragSo do fundo e a do
tope do compartimento da solugso e Cm é a concentrag8c média das 5
fracgBes, deste mesmo compartimento.

£ chamado de efeite principal a influéncia de wma variével; no
regultade final, ou =eja, a mudanga na resposta gquandn se desloca de
um nivel a outro, em ordem crescente desta variavel Comparando-se o
dois primeiros experimentos da tabela 12, a diferenga no valor da
resposta é resultante da mudanga no valor da varidgvel €, j& que a=
outras duas (A e B> sZo mantidas constantes. Desta forma, o
plane jament.o total fornece quatro medidas: do efeito de € relatives as
quatro combinagBes entre as outras varidveis. A média da diferenga do
valor da resposta para estas quatro medidas fornece o valor do efeito

principal desta variavel:

EFEITO PRINCIPAL (R-RDY+4((R-RI>+ R ~R>+ R~ RO
2 1 4 3 s ) a . 7

DA VARIAVEL C 4
(64D
Portantoe, o valor obtide no calculo acima indica o efeito
médio da variavel ¢ em todas as condigBes dasm outras variaveis.
Este plano & também util na estimativa de interagtes entre as
variaveis. Interagdes ocorrem quando duas variaveis n3o :at.tiam

aditivamente na resposta. Por exemplo, para calcular a interagio
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entre as variaveis A e O, toma-me a metade da diferenga entre doism

efeitos parciais médios da variavel A nos dois niveis da variavel G,

ou se ja:
INTERAGAO [{Rs - Rx> + (Ra ~R221/2 - [C(Rz - Rid> + (R« - Radl/2
A x B 2
Ri1i + Rz + Ro + Rs Rz + R4 + Rs + R7
- a i a
(65D

Aszezim como cada efeito principal, a interagio ¢ dada por uma
diferenca entre duas médias, sendo metade das oito respostas incluidas
em uma média e metade em outra. As interagBes A x B e B x € =s3o
obtidas de modo similar.

Pewvido a =imetria do plane um método rapide de caloule de
efeitos e interaglfes pode ser utilizado. Para isto, & feita a
multiplicagfo direta dos sinais das variaveis, segunde a tabela 12, e
este sinal adicionado a resposta correspondente. Tanto os efeitoms e
as interacgBes =30 obtidos pela soma de todas as respostas, com =eu
sinal respectiveo, e divis3o por 4. No caso de interacfes, os sinais
das wvaridveizm s3n multiplicados entre =i e o resultado desita
multiplicagio & transf eride come o sinal da resposta. Na tabela 13
sde apresentados os minais resultantes deste método para o calculo dom

efeitos e das interagSes.
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Tabela 13 — Sinais para o caloculo dos efeiltos ¢ interages do plano

fatorial 29.

Exp. Média Efeito Interacio Resposta
A B c A x B A x G B x C

1 “+ - - + + + + B4
2 + - - + - - Rz
3 + - + - - + - Ra
4 + - + - - - Ras
8 + + - - - - Rs
& + + - - - + - Reo
7 + + + -+ - - R
8 + + + | =23
divisor 8 4 4 4 4 4

111.14.7 - Objietivoe

O objetive deste capitulo da tese & investigar o desempenho
do processo de osmocentrifugagio na sedimentagio de solugbes de

polieletrélitos e no fracionamente de contra-ions a eles associados.
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IIT.2 -« Part.e experimentai e resultados

II1.21 -~ Mat eriais e equipament.os

Acetato de celulose Rhodia.

Acido acét;ico‘glacial Merck.

Acetons, p.a. Merck.

Dextrana azul 2000, Pharrﬁacia Fine Chemicals, cdédigo n°. 17-
0360~-01, lote KH 38333

FPolitestireno sulfonato de =médio);, Aldrich Chemical Comp.,
cédigo n°. 24,305-1, lote 0201355 "

Acido poliacrilico (Mw = 50.000) Polyscienes Inc., cédigo

o

n°. 0627, lote 65134

Centrifuga refrigerada, de cagapas basculantes, RC-3B,
Sorvall Inst.ruments.

Espectrofotédmetro UV-vimivel, Micronal B 382,

Densimetro PAAR-~DMA 60602, acopiédo a um registrador da
Instrumento= Cientificos CG. Ltda.

Fot.édmetro de chama Micronal.

II1.22 - Membranas

A= mémbranag utilizadast em celas de dialise nos experiment.os
de osmocentrifugagio, que ser3o descritos a seguir, =350 membranas
assimétricas de acetato de celulose. As membranas foram preparadas a
partir das seguintes solugBes, conforme procedimente desenvolvide em
nosso laboratério [B6, 871

Solugdo A: 11% (m/m> de acetato de celulose;

53% (ms/m> de Acido acético;
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13% (n'mY de acetona @

23% (ms/mD) de agus bidestilada,

Solugace B: 1124 O m> de acetato de celulose;
23% m/m) de &cido acético;
43% (m-m> de acetona e

23% {msm> de agua bidestilada,

L&) acatabé de celulose fol inicialmente dissolvide em acido
acético e @mastona. Sobre a solugSo homogénea obtida adicionou-se agua
bidestilada e a mistura foi deixada com agitagic até completa
dissolugﬁi;) do material precipitado,

Grande parte das membranas utilizadas em osmocentrifugacio de
poligletrdélit.os foram preparadas na maAguina semi~aut.omatica de

fabricagdo de membranas, cuja descrigdc se encontra na segdo I11.2.3.

111.2.3 ~ Celas de osmocentrifugacgdo

Inicialmente, foram utilizadas celas construidas em peliéster
reforgade <om fibra de vidro, esquematizadas na f igura 42. Estas
calas foram ulilizadas nos experimentos de osmocentrifugagio de
Pextrana awzul, Parak o2 experimentos ocom polifestireno sulfonato) ¢
poliacrilato de =dédic e potassiod, as celas em peli éster =
tornaram inadequadas na amostragem daz fragBes, ja gque o material da
cela 6 quase opaco e azm solugles s3o incolores. Para solucicnar este
problema foram cdconstruidas celas ‘em acrilice idénticas A de
polidésteord.

Cada cela de osmocenﬁrif ugagdc possui 2 compartimentos de 4,5

cm® cada, =meparados entre si por 15 cm® de area util de membrana. Na
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Figura 42 - Cela de osmocentrifugacgio
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mont.agem da cela as placas de polidésterd ou acrilico s3oc paralfusadas,
colocando-se entre elas a membrana suportada por uma tela de nigquel

perfurada e guarnigfes de PVC.

111.2.4 -~ Neutralizagdo de acido poliacrilico

A= solugSes de polidacrilato de =édio e potassiod utilizadas
nos experimentos de osmocéntrifugagﬁo foram preparadas a partir de
solugBo 25% de Aacido poliacrilico hw = S0.000 g.mol . Esta siclugio
fol inicialmente padronizada por titulagio potenciometrica com solucHo
00078 M de  hidréxide de =sdédio. A massa de Acido polidacrilicod
utilizada foi de 0,8661 g e a medida de pH tomada a cada 0,5 ml de
base adiconada, A curva de titulagdo obtida & mostrada na figura 43.
Com base neste resultado foi determinade o pH de neutralizagie do
acido poliacrilico que se situa a pH 9,5 e tambheéem a quantidade de
Acido presente na solugio estoque, que corresponde a 24,B3% em massa.

Ass smolugSes de acido poﬁacrilico utilizadas: em experimentos
de osmocentrifugagic foram preparadas por pesagem e diluigdo em agua e
neut.ralizadas com uma mistura 11 de NaOH e KOH de concentragao total

de 0,70 M.

11125 - Experimentos de osmocentrifugacgic
Para a realizagio de experimentos de osmogentrifuzacic de
jons s=s6dio e potassio, foram utilizados os =eguintes polieletrélitos:

dextrana azul (Fw = 2 x 10° g.mol—"}, poliestireno sulfonato de

sé4dio) e polidacrilato de sédio e potassiod (Mw = BO0O.O0D g‘moi_i).
Ezte altimo foi obtido a partir da neutralizacgdo de aAcido
poliacrilico.
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Inicialmente, foram preparadas solugles aquosas de cada um
dos poiielat;-rélitos‘ e esbtas solugles foram dialisadas contra solugTes
contendo cloretos de sb6dio e potassio, na proporgdo de 111 <em
moles-1D, durante 24 horas. Os experimentos foram feitos em doism
niveis de concentracg3do de cada um dos polisletrélitos = de
concentragiio total de contra-ions sodic e potassio.

As celas de oslmoc:entrif ugagic foram preenchidas com as
solugles da seguinte maneira: em um dos compartimentos foi colocada a
$olu<;5c> de polielstrslito dialisada e, no outro, a solugio contendo os
cloretos de sdédio e potassio, utilizada na diadlise, |

No caso das solugBes de dextrana azul as celas foram montadas
com membranas do tipo A, gue apresenﬁ-aram retenglc superior a 99,7%.
Por outro lado, membranas do tipo B foram utilizadas em experimentos
de osmocentrifugagdo de solugBes de polilestireno sulfonato de =ddio
e potassiod e pelidacrilato de sédio e potassio), cujas retengfes
foram de 98.2X% o 99.,9% respectivamente,

As celas preenchidas com cada um dos pares de solugGes foram
colocadas em cagapas de centrifuga e centrifugadas a 3000 rpm e 20°q,
durante dois tempos diferentes, Para coada polisletrdélito utilizado,
as tres waridveizs combinadas (.6, c¢oncentragaoc de polieletrolito,
concentragioc total de contra-ions e tempo de osmocentrifl ugagiod
resultaram em um total de 8 experimentos, que foram montados seguindo
plano fatorial <(secfo IIL1.6).

Depeois de centrifugadas, as celas foram fixadas em um suporte
e as .solug69$ retiradas com o auxilio de uma seringa conectada a uma
haste de wvidro. A solugﬁo de polieletrélito, contida em um dos
compartimentos da cela, foi divida em cinco fragBes, cada uma

correspondende a uma dada faixa de altura da coluna de sclugSo. Parte
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de cada fragSo foi diluida para analise 'do conteudo de sodio e
potassio e © restante utilizado para anadlise da concentragSo de
polisletroélit.o. A solugio de cloretos de sdédio e p.obéssio, coﬁtida no
outro compart-imenﬂ-o da cela, foi retirada sem fracionar, utilizando-se
o mesmo pirocedimento —para sua analise.

A determinacio da concentragdo de sdédio e potassio em cada
fragSo foi feita simuitanez;\mente por fotometria de chama, = partir da
curva de <alibragSo de cada jon em cada meio. Desta forma, foi
possivel corrigir interferéncias causadas pelo= pelielet.rolites . no
ginal fotométrico de cada ion. Por outre lade, as concentragBes dos
polisletrolitos dextrana azul e poliCestirence sulfonato de sodic e
potéassiod foram obtlidas pdr medidas d.e absorgdo, em comprimentos de
onda do 640 e 280 nm, respectivamente. As concentragles das solugOes
de poliacrilato de sé6dio e potassiod foram determinadas através -de
medidasz de densidade. Os gradientes | de concentraciio obtidos 5o

apresentados segundo a relagdo:

AC
C

m

onde AC & a diferenga de concentraglo entre a fragdo do £ undo e do
topo da solugdo de polieletrdélito e Cm & a média das concentragBes das
cinco fragBes recolhidas neste mesmo.compartimento.

Os resultados obtidos nos experimentos de osmocentrifugagSo
dos tres policletrélitos eostudados s3o apresentados nas tabelas 14, 15
e 16, Nass tabelas, os gradientes indicados s3o valores médios obtidos
a partir de duplicatas de cada experimento. Estes resultados s&o -

também apresentados nas figuras 44, 45 & 46.
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A partir destes resultados foram deteminados os efvitos
principais de cada variavel estudada =obre o= gradientes de
concentra«;go obtidos experimentalmente,. Foram também determinadas ag .

. interagfes enbre duplas de variaveis, para cada conjunto de gpadientes.__:;_

de concentracgSo. Os calculos efetuados seguiram também o método :
indicado pele planc fatorial. Os resultados obtidos =350 apresent,ados:f
nas tabelas 17, 18, 19 o 20. As varidveis indicadas nas tabelas s3o:

concentragsao de polisletrdlito CCP>, concentragaoc total de contrawicns?z_._'

na solugdo de dialise CI> ¢ tempo de centrifugagio (T,

Tabela 17 - Efgitos principais das variaveis: concentragio de

polieletrolito (CP), concentragio de contra-ions na solugHo de dialise

CCI> ) tempo de centrifugagdo {TC>, sobre os gradient.eos da
concentragio obtidos em gxperimentos de osmocentrifugagio de solu:;.fie&

de dextran=: azul em presenca de ions s6dio e potéassio.

Gradient.exs Efeitos principais das variaveis
de
concentragio cp Cci TG
Polisletrdlito - 0,28 * 0,04 + 0,44 % 0,04 + 0,22 & 0,04
S | sedio 0,01 * 0,01 - 0,10 * 0,01 * 0,08 *+ 0,01
Pohéssior + 0,02 + 0,01 ~ 0,10 * 0,01 + 0,06 + 0,01
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Tabela 18 - Efeitos principais das variaveis: concentragio de
polieletrélit.o <GP, concentracio de contra-fons na solugio de dialise
CCID e t.aempo de centrifugagdo <TG, sobre os gradientes de
concentrag@&o obtidos em experimentos de osmocentrif ugagdo de moluctes

de poliCestireno sulfonato de s=6dio e potassiod.

Gradientes ' Efeit.os principais das variaveis
de
concentragio CP Gl TC
Polisletrdlit.o - 0,29 * 0,02 + 0,23 * 0,02 + 0,16 £ 0,02
%é Sédio - 0,16 * 0,03 + 0,11 %+ 0,03 + 0,06 £ 0,03
2 | potassio - 0,20 * 0,03 + 0,43 *+ 0,03 + 0,06 * 0,08
Tabela 19 -~ Ef eitos principais das variaveis: concentraglo de

polieletrélito <CPD, concentragfo de contra-ions na solugdo de dialise
CGID © t.empo de centrifugagdo TG, sobre os gradientes de
concentragio obtidos em experimentos de osmocentrifugagio de solugles

de poliCacrilatos de sédio e potassiod.

Gradientes Efeitos principais das variaveis

de
concent.ragdio CP CI TG
\g Polieletrélito - 0,08 x 0,02 + 0,01 £ 0,02 + 0,22 = 0,02
Y | sedio - 0,07 % 0,08 - 0,03 * 0,03 + 0,18 * 0,03
- Pot.assio - 0,08 * 0,03 - 0,08 * 0,03 + 0,17 = 0,03
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Tabela 20 ~ InteragBes entre as variaveis OGP, CI e T(, nos gradientes
de concentragic obtidos em experimentos de osmocentrifugacio de
dext.rana az=ul <(DAD, polidestireno sulfonatos de =6dico ¢ potassiod

(PSSKY o polifacrilatos de sdédio e potassiod (PASKD.

Gradientes ' InteragBes
de
concentragio CP x CGI GP x TG Gl x TC
Polislotrsdlito + 0,03 * 0,04 - 0,04 + 0,04 + 0,01 * 0,04
« Sédio + 0,04 + 0,01 - 0,03 = 0,01 + 0,04 * 0,01
A Potaseioc + 0,083 + 0,01 - 0,03 + 0,01 + 0,04 + 0,01
Polisletrolito + 0,056 + 0,02 - 0,41 * 0,02 + 0,08 * 0,02
?}f Sédio ~ 0,03 + 0,03 - 0,01 £ 0,03 + 0,02 *+ 0,02
)
a. Potassio - 0,02 + 0,03 + 0,01 * 0,03 + 0,02 * 0,03
o Polieletrslito + 0,07 * 0,02 - 0,09 * 0,02 + 0,02 * 0,02
g So6dio : - 0,01 + 0,03 - 0,04 * 0,02 + 0,07 £ 0,03
Phe Potassio - 0,01 + 0,02 - 0,03 + 0,03 + 0,07 * 0,03

158



111.3 - Dismcu=sio

O= gradientes de concentragdo previsitos pela equag3o
barométrica para =solugSes agqueosas de NaCl  0,1% ms/m 4,71 x 107
moles/1> e K€l 0,1% m/m (1,34 x 107" moles/1> centrifugadas a 3000 rpm

e 20°C, separadamente, s3o:

diin 22 - g38 x% 107 am™? (para NaCl 0,1%
z

adr >
LY - -

dein 20 . 942 x 0% em™® (para KCl D%
2

der®s

o gque iﬁdic::a que apenas um excesso inferior a 0,012 de soluto sera
obtide na quinta fragio (fundo) de uma coluna de solugio de 5 om de
altura, em ambos os casos. A partir desses valores 2 possivel obter a
mesma relagio empregada na parte experimental deste capitulo para os

dois solutos:

g——— = 7.1 x 107* Cpara Na(Gl 0,124
L3l

(%g = 8,0 x 107* (para KCl 0,13
m

Apesar da diferenga entre os gradientes de densidade, os
valore=s previgt;cs: nIo =Ho Uleism para fracionamento de solutos de mass=a
molar reduzida, através de experimentos de equilibrio de sedimentagSo.
Estes valores seriam também .esperados: em experimentos de equilibrico de
osmocentrifugagio onde a membrana fosse impermeavel aos lons mas
permeavel ao solvente, e os compartimentos fossem preenchidos, de um
lade pela solugdo aquesa do sal e do outro pela agua A maior

diferenga entre um experimento de centrifugagic normal e o© de
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camocentrifugagio, seria apenas ne tempoe requerido para atingimento de

equilibric  [142L

Os resultados descritos acima justificam a escolha do sist-ema

utilizado neste  trabalho, pois este possibilita a obtencgio de
gradientes de concentracgic de solutes de massa molar baixa. A
principal vanlagem da associagio de tons a moléculas de

polisletrélitos, neste case, 6 permitir a obtengdo de gradientes mais
acentuados de ions, Por exemplo, o gradiente de concentragiio de wuma
solugio agquosa de albumina w = 67.000 g.molmi) centrifugada a 3000

rpm e 4°C em NaGl 0,1M & {142k

ddin "_62 2

> = 0,085 om
ddir ">

ou geija, 400 vezes maior gue o gradiente esperado para NaCl e K@ em
agua. Para solugle=s contendo polieletrdlitos e contra-iong deve-se
esperar que uma fragioc dos ions =meja trangpartada Juntamente com a
macromolécula €, portanto, originem gradienbej&: maiz aventuados de

ions,

111.31 - Concentragio total de contra-ions.

A= concentragfes tfotais de sdédio e polassio J{(contra-ions>

utilizadas na didlise n3o foram muito superiores a concentragdo

estegquiométrica do contra-ion sdédio, originalmente presente nos tLires

pelieletrélitos est.udados, Dextrana azul 6 um polissacarideo que

cont.ém grupos croméforos @—S(}a!\ia, ligados covalentement.e a

macromolécula, A= quantidades originais de contra-ions presentes em

solugBes de dextrana azul e polidestireno sulfonato de sdédiod foram ":

determinadas através de analise slomertar. Para o Acido
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peliacrilico esta qunti&éde foi obtida através da curva de titulag3io
(segdo II1.2.4D. Experimentos preliminares mostraram que a utilizagdo
de solugBes de diilise muito concentradas em contra-ions nao permitiam
a obtengic de gradientes de concentragdo de ions, mensuraveis. Foi
observado, por exer‘nplo‘, que aumentando-se 10 vezes a conaeniracdo de
contra-fons na solugdo de diadlise em relag@io ao que foli descrito nesta
- tese, os gradientes de aohcentraggo da ions em soluglBes de a=zul de

dextrana eram praticamente nulos.

1132 ~ Efeito das variaveis

Em todos os experimentos o efeito do tempe de centrifugagdo
fol positivo. Este resultade ¢ concordante com o gque serié esperado
pois tempos de centrifugagio menores estio mais distantes do gradiente

de equilibric de =edimentagdo gque tempos mais longos. Os gradientes

obtidos 30, portanto, mais acentuados a medida que =e aumenta o tempo:

de centrifugacio.

A velocidade de sedimentag8o de um dado polieletrdlito é,
portanto, influenciada pelos seguintes fatores: 1 concentragdo de
polieletrélito; 1i> massa melar e iiid concentragide de fons l.pras:ent.es
na solugso.

Aument,ando-se a concentragio de polieletrdliteo, os gradientes
de concent.raq%.'o do polimero diminuem devido ao aumento da viscosidade
da =solugdo. 0O valor negative obtido para este efeito indica este
resultado. O mesmo resultado tamhém foi observado para os gradientes
de contra-fons, em =molugies de dextrana azul e polidestireno sulfonato
de sédic e potassiod. Isto seria também esperado uma vez que mudangas
na velocidade de sedimentagio de polieletrdélito devem ser acompanhadas

pelo= contra-ions.
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0O efeito da massa molar de polieletrélito pode =ser observado
clomparando—s‘e os wvalores dos gradientes das tabelas 14, 15 e 16,
Apesar da=z -condiqﬁea experimentais n3o serem as mesmas nos 3 casos, é
nitida a diferenga entre os valores dos gradientem de concentracdio de
polielaetrdlit.o. Azul de dextrana, por apreszmentar massa molar maior, &
o poliele.t.rélito que apresenta os maiores gradientes. 0 meszmo n3o
poderia seyxr estendido aeé gradientes de fons, uma vez gque este
polielet.rélit.o aprezsenta a menor denzidade de carga.

O efeito  da concentragio t;c;t.al de contra-ions sobre os
gradientes de concentracio de polieletrélitos foi pogitive nos t.-re-s:r
CAasIOs. Este resultado =eria também esperado pois o aumentoe da
qgant,idadé de ionz presentes em solugBes com pequena quantidade
inicial de ions ¢ acompanhado por alteragBes conformacionais da
macromalécn.ila. Asgim, as macromoléculas se tornam mais compactamente
enoveladas e =sedimentam com mzaior velocidade.

0 efeito da concentragfBie de contra-ions sobre os gradientes
de concentragdco de ions fol negative no caso da dextrana azul e foi

positive no caso do polifegstireno sulfonato de sddic e potassiod.

Ii1. 3.3 - Fracionamento de ions

O _fracianaménto de fons sddio e potAssio  obtido em
g?zperimantos de osmocentrifugac3o pode ser justificado segundo os
seguintes dados: (i2 a velocidade de =sedimentacgdo de moléculas de
poiielet,rélii;m ¢ maior que a de fons devidoe a sua maior massa molar;
Giid ;’atpenas uma fragdo do namero estequiométrico de contra~ions =me
encontra fixa & cadeia de polieletrélito; (ii) durante a sedimentagdo
de polieletz;élitog e seus contra-fons ocorre separagac de cargas,

criando um dado potencial de sedimentagdo; ddv) a mobilidade (ou
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difusZod de ions pot.és:sim & gérga de B0¥ maior que a de fons médio
[1431. Eztes dados reunidom Jjustificam os resultados experimentais
que mostram gradientes de concentrag3o mais acentuados para lions
potassico do que para ions sdédio segundo argumentos dados a seguir.

A separaggo de cargas durante a sedimentagic resulta em um
exceaso de cargas negativas, no fundo da cela, e excesso positive no
topo. A maior mobilidade de fons potassio gue de fons sédio favorece
a migrag3o mais rapida destes para o fundo da cela A neutralizag3o
pede também ser obtida por migragdo dos jons através da membrana, ou
seija, através do equilibrio Donnan. Da mesma forma, a maior
mobilidade de jons potassio favorece a malor concentragdo dos mesmos
no fundo da cela. Além dissc, existem evidéncias experimentaisz de que
a afinidade de grupos sulfonatos (neste casmo, dextrana awzul @
poliCestireno sulfonato de s6diod> € maior para ions potassio do que
para iona =ddio (1161, o gue também justifica os resultados obtidos.
Ao contrario do que é ohservado para grupos sulfonatos, poliacrilatos
aprezentam grupos carboxilicos que possuem maior afinidade por ions
sédio. Neste caso, os gradientes de concentragio de ijonz sdédic e
potassio nfo =30 significativamente diferentes.

Concluindo, polifestirens sulfonat.os? =3 dextrana azul
mostraram-se Uteis no fracionamento de jons s6dio e potassio em
ngocentrifugaéﬁo. De acordo com os resultados experimentais, pode

ainda haver uma futura otimizagSo dos fatores de separacgio.

111.3.4 - ImplicagBes deste trabalho
0 fracionamento de solutos gue apresentam peguena diferenga
de massa molar ¢é bastante desejavel Separagio ismotdpica, por

exemplo, pode ser conduzida em fase gasosa e em centrifugas de alta
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velocidade de rotagdo. Este tipo de fracionamentc nSo pode smer feito
em solugdo, uma vei que os coeficientes de sedimentagio de solutos de
baixa massa molar =8¢ muito peguenos. Além disso, o tempo de
atingimento do equilibrio de wmedimentagdc ¢ dependente da altura da
cola. No caso de dfons ou micro-moléculas em =molugdo, nHo ha
aproximagdo significativa ao equilibrio de sedimentacio, em colunas
com poucos <entimetros de éltur-a, senfo em tLempos de ordem de grandeza
de varios dias. Estes fatores impediram, até aqui, a separagdo de
substancias de pequena massa molar através de centrifugagio em fase
liquida.

Este trabalho demonstra um métodeo de fracionamenio de solut.os
de baixa massa molar, que pode ser realizado em solugdo e em

cont.rifugas de baixa velocidade.
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I11.4 -~ Apéndice - Lista de Simbolos

AC

ke

{1

by

1y

x> %
[ - »

X N X
o 3

distancia média entre duas projegles de grupos carregados sobre o
eixo da cadeia.

raico do cilindro que e;’xvolve = macromolécula.

expoente da equagao de Staudinger-Mark-Houwink.

raio da particula 4.

parametro de interag3o.

concentragio critica de polieletrdlito na presenga de excesso de

sal (grama por unidade de volumel

* e e . . oy

a; C - concentracBes coriticas de polietrélitos na auséncia
m m

de sal.

diferenga de concentragio entre a frag8c do fundo e a do Lopo da
cela

concentragioc meédia.

concentracgio de polimero ou polietrdélito.
concentragde do contra-ion.

concentragfo do co-ion.

coaficiente de atrito.

coeficiente de atrito intrinseco.

coeficiente de atrito medio.

comprimento da unidade monomérica.

const.ante de Huggins.

fungio de Bessel de ordem zero.

consst.ante da équag:é’o de Staudinger—Mark-Houwink,

const.ante de dimensSes n3doc perturbadas da macromolécula,

constante de Boltzmann.
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L - comprimento de persisténcia.

Le - comprimento de persisténcia eletrostatico.
LP - gcomprimento de persisténcia intrinseco.
L.t - compximento de persisténcia total.

! ~ comprimento do cilindro gue envolve a macromdélecula.
M - massa molar do polimero ou polieletrélito.
;"—f - massa molar corrigida.

Mm - massa molecular da unidade monomérica.

Mw - massa molar média em peso.
- massa da particula €.
v namero de unidades monoméricas por macromolécula.

Nm =~ numero total de macromoléculas.

@ - comprimento de Bjerrum.
g - valor da carga elementar
R - raio externo do cilindro,
R Fi - »raic de Flory.

r = disténcia ao eixo de r-ot.aé:ii‘o.

- ceefircient,e de sedimentagio aparente.

- coeficiente de éedimentagﬁo intrinseco. ‘
= - coeficiente de smedimentagiio do co-ion.
s+ - coeficiente de sedimentagdio do contra-ion.
<sPt? média quadratica do raio de giragdo.
T - temperatura.
t - tempo.
vV =~ wolume.

Vm -  wyolume total da cela cilindrica.

v = volume ocupado pela macromolécula.
m .

v - volume especifico parcial
m
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X T frag&o molar .do componente 1i.
%o T frag&Ho do volume ocupado pela macromolécula.
z = namero de cargas elementares.
z+ = carga efetiva.
& = permi=sividade relativa do meio.
e - permissgividade absolut‘,a do vacuo.
o~ densidade de carga.
n - viscoszidade da solugdo.
L/ visco=midade do solvente.
nsp ~ vimcosidade reduzida de uma solugio macromolecular.
c
in] - viscosmidade intrinseca.
h’;]e - viscosidade intrinseca na condigdo ©.
¥ = fator de recobrimento.
A =~ parametro de densidade de carga.
A+ = parametro de densidade de carga efetiva.
& - constante de Flory.
K -~ constante de recobrimento de Debye“HUckel.-
p - densidade.
P, nimero de contra-ions por unidade de vol:ume.
e nimerc de ions por unidade de volume.
e, - numero de moléculas por unidade de volume.
e, - nimero de moléculas de sal por unidade de volume.
¥ - potencial eletrostatico.
v - ‘potencial eletrostatico reduzido.
Em - potencial eletrostatico reduzido de Manning.
&¥ - diferenga de potencial eletrostatico.
w = velocidade angular do rotor.
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CONCLUSAOD

A aplicagio de processos de membrana como alternativa pratica
de proceszos de concentragao, purificagio e fracionamento depende da
disponibilidzade de membranas adequadas e de contrele de transporte de
magsa no  pProcesso. Nezmte =entido, ezte trabalho contribuiu no=

meguintes sus=pactos:

+

E possivel obter membranas de polisulfona
=politvinilpirrolidonad com caracteristicas ut.eis para uso am
uibrafilbra(;gao de diferentes tipoms de solugoes

macromoleculares,cont.rolando~=se a permeabilidade por fatores tLaix como

a composiqﬁe e a mazs=a molar de polidvinilpirrolidonal.

- - r'e
A =meparagac de misturas de proteinas, gue tem se moztrado
insatisfatoria por métodos usuaiz de membrana, foi obtida com sucesso

por ultrafiltra?:gcr am mtjl‘biplo estagio,

A P 7 . : . .
E possivel fracionar jons de metais alcalino= por
. ad Ev) . e
ozmocentrifugagac de. =olugoes de peolisletrolitos. Este ragultado
. 3 »
permite prever a extensac da osmocentrifugacac ao fracionamento de

. 2 Id ~ o~ . ]
outros ionzs ¢ moleculas, e a separagac isotopica.
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