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RESUMO

A sedimentagao de macromoléculas em solucao, sob gravidade,
€ um processo extremamente lento, inmpossibilitando a determina-
cao de parametros importantes gue caracterizam o sistema no esta-

do de equilibrio de sedimentacdo-difusio.

Este trabalho propoe um mé&todo analitico e preparativo - a
osmossedimentagao - baseado no efeito de aceleracio da sedimenta-
¢ao de macromoldculas em solugao, observado quando se permite um
acoplamento osmotico ao sistema, isto &, quando a solugao em estu
do & colocada em contato com o respectivo sclvente atraveées de uma
membrana semipermeavel,

Assim, demonstrou-se o alcance do equilibrio de sedimentacio

difusao de dextrana T 500 (ﬁw = 5:{105

) e dextrana D 5376 (M_= 2
bid 106) em tempo muito curto (10 horas) comparadc Com O necessario
para sedimentagao ndo acoplada (53 anos). Parimetros fisico~gquini
cos determinados a partir de gradientes de concentracao no equill

brio, tais como pesoc molecular de dextrana e tiroglobulina, foram

compativeis com valores conhecidos na literatura e/ou obtidos por

metodos convencionais, comprovando a eficiéncia da osmossedimenta
gao como método analitico. O mesmo método permitiu a determinacao
de temperatura O, pardmetro de Flory-Huggins (x) e coeficiente de
virial (A,) a varias temperaturas para diferentes amostras de dex

trana.

A aplicagao preparativa da osmossedimentagao foi investiga-
da, concentrando-se solugbes de dextrana D 5376 a 2000 rpm. Por
exemplo, centrifugou-se uma solugdo 0,85% de dextrana durante 8

horas, acumulando-se 63% da dextrana em solugao na quinta partein

ferior da célula de osmossedimentacgdo, enquanto que somente 20%
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da dextrana se localizaram na guinta parte inferior da célula nao

osmoticamente acoplada.

0 fracionamento de dextrana polidispersa foi estudado em cé

lulas de 1 metro de altura, sob gravidade, com um volume de solu-
géo de 1,2 2. Com a analise dos valores de ﬁw correspondentes a
cada uma das oito fragoes retiradas da célula observou-se uma va-

6 e 2,1):106 do topo ao fun

riagao de peso molecular entre 0,7 x 10
‘do da célula, mostrando a viabilidade do fracionamento de macros-

solutos por osmossedimentacgao.
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ABSTRACT

The sedimentation of macromolecules under gravity is extre~-
mely slow, which makes impossible the attainment of sedimentation—
diffusion equilibrium and the determination of important parame-
ters ¢f a systen,

This work describes an analytical and preparative method -
osmosedimentation - based on the acceleration of macromolecules
sedimentation, observed when the system is osmotically coupled,
i.e., when the macromolecular solution is in contact with the
respective scelvent through a semipermeable membrane.

The attainment of sedimentation-difiusion equilibrium, under
gravity, was demonstrated for two dextran samples (T 500-ﬁ£=5x

10°

;, D 5376 - ﬁw== 2:{106), in ahéé}y short time (10 hours). For
the corresponding non-coupled system, the estimated time needed
is 53 years. Physical-chemical parameters such as dextran and
thvroglobulin molecular weights, determined from equilibrium con-
centration gradients were in agreement with known values from the

literature and/or with those obtained by conventional methods.

These results confirm the osmosedimentation effectiveness as an

analytical method. The same method also allowed the determination
of the 0 temperature, the Flory-Huggins paraméter {(x) and the
virial coefficient‘(Az) at several temperatures, for different
dextran sanples,.

| The preparative applicability of osmosedimentation was inves-
ﬁigated by concentrating dextran D 5376 solutions at 2000 rpm. For
example, after centrifuging for 8 hours a 0,85% (w/v) dextran solu
tion, 63% of .the dextran in solution were accunmulated in the lower

fifth of the osmosedimentation cell, whereas only 20% were found
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'in the lower fifth of the non-coupled cell (standard centrifuga-
tion).

The polydisperse dextran fractionation was studied in a one-
meter tall, l.2-liter capacity cell. Eight fractions were drawn
and, by analysing the ﬁ@ values of each sample, a molecular
weight variation of 0.7 x 10° to 2.l><106, from the cell top to
cell bottom was observed, showing the viability of macrosolute

fractionation by osmosedimentation.




I. INTRODUGAC

1.1. Solﬁcaes de Macromoléculas

O estudo de mac}:qrgoléculas em solugao apresenta grande-in-
teresse do ponto de vista pratico, devido a possibilidade de ob
tengao, em solugéo, deléarémetros que as caracterizam e cuja de
terminacao é dificultada no estado sélido. Por exemplo, a de-
terminacao do peso molédular de préteinas globulares em forma
cristalina pode ser feita por cristalografia de raio X. Entre-
tanto esta alternaﬁiva de determinacgao do-peéo molecular é de in
teresse exclusivamente académico, considerando-se que ﬁétodos
cristalograficos requéremresforcos muito superiores aos necessa
rios a determinacdo de peso moleéﬁlar_de macromoléculas em solg

~ 1
cao.

Dessa maneira, a existéencia de solvéntes adequados é dife-
rentes polimeros & de primofdial importancia. ' A solubilidade de
macromoléculas depénde nio sb de fatores tals como o peso mole-
cuiar, grau de ramificacao, reticulacgao, cristalinidade,n&u;tag'

bém da temperatura e do proprio solvente. O processo espontdneo

de solubilizacao & uma medida da afinidade entre solvente e ma-
cromolécula, sendo acompanhado a pressio e temperatura cdnstan~
tes, por um decréscimo de energia livre. Ocorre inicialmente um
intumescimento, ou seja, as moléculas do solvente penetramno in
terior do polimero sdlido aumentando seu volume e mudan-—
do a sua conformacdac. A etapa seguinte de solubilizagdo é a di
fusdo da macromolécula para o interior do meio solvente, forman
do uma Gnica fase termodinamicamente estivel. Assim, é dissolu
¢ao de macromoléculas & normalmente um processo lento e mesmo a
agitacdo mecanica, se anterior ao intumescimento, & ineficien-

te.2



Com relacao ao meio, tem-se solvente "bom" e solvente "po—
bre". Um solvente "bom" & aquele que dissolve um polimero com

um decréscimo de energia livre, sofrendo apreciavel abaixamento

de pressao de vapor e produzindo solugdo com elevada pressao os
motica. Um solvente"pobre"apresenta caracteristicas contrarias

a estas. 2

A determinaciao de parametros fisico-quimicos, tais como o
peso molecular do macrossoluto, torna-se mais simples quando as
solucdes apresentam, sob temperatura acessivel, comportamento
ideal, isto é, gue pode ser caracterizado por uma equag¢ao vali-
da para sistemas ideais. Como regra geral, solugoes de macromo
léculas sido raramente ideais, exceto no limite de diluigao infi
nita. Uma maneira conveniente de descrever o comportamento nao
ideal de uma solugdo é expressar o potencial gquimico do solven-
te em termos de uma série de poténcia de concentracao do soluto3

(cz), conforme a egquagao 1;

O = 1 : 2
ul - pi = RT V102 ﬁ; + Azcz + A3c2 + ...}

(1)

onde ¥, & o volume molar do solvente e M) & o peso molecular do

scluto. Os coeficientes A2 e A3 s&do denominados de segundo e
terceiro coeficiente de virial respectivamente. Para solucoes
na faixa de concentracao diluida os termos do coeficiente de vi
rial de ordem superior a dois sdo negligenciaveis. Assim, O seg
gundo coeficiente de virial é uma caracteristica muito importan
te de solucdes de polimeros, uma vez que sua magnitude reflete
o carater do solvente para um determinado polimero. Num solven
te "bom" 6 valor de‘A2 é positivo, sendo tanto.maior quanto "me
lhor" for o solvente; em solvente "pobre" A2 & negativo. Uma si

tuacdo intermediaria, com valor de A, nulo, apresenta comporta-

mento pseudo-ideal e o solvente é entdo chamado de solvente 6.



O coeficiente de virial diminui com o aumento do peso mole
dular e aumenta com a heterogeneidade molecular para amostras de
um mesmo polimero, de um mesmo peso molecular médio, o que foi
comprovado com medidas de pressao osmotica de fracgdes bem defi-
nidas de poliisobutileno em cicloexano e poliestireno em tolue-—

1’10.‘4

O grau de ramificac¢dao da amostra também influi no valor de
Az, ocorrendo um decréscimo deste com o aumento do grau de rami
ficacdo. Uma verificacdo deste comportamento foi feita por Gra
naths, usando amostras de dextrana de mesmo peso molecular mas

com diferentes graus de ramificacao.

Os desvios da idealidade de solugoes macromcleculares de-
vem-se, de acordo com a teoria de Flory-Huggins, a sua entropia
de mistura gue € muito menor gue no caso de soluto de baixo pe-
so molecular; e se deve predominantemente a grande diferencga en
tre o tamanho molecular dos componentes — solvente e soluto. U-
ma representacgao esguematica em duas dimensdes de uma mistura de

duas moléculas diferentes (representadas por x e @), de tamanhos
semelhantes, é apresentada na fiqura la, onde cada molécula po-

de ocupar um Unico lugar no reticulo. As moléculas dos dois com
ponentes podem se arranjar no reticulo de intGmeras maneiras, sen
do a entropia de mistura dada pela equagao de Boltzmann. Admi-
tindo-se que uma molécula de polimero.é constituida de um gran-
de hﬁmero de segmentos, unidos entre si, com flexibilidade nas
ligagbes gue os unem e gque cada segmento ocupa um espaco no re-
ticulo, idéntico ao correspondente as moléculas do solvente, o

numero de arranjos destes segmentos é reduzido (figura 1b}.

0 calculo aproximado para o numero de arranjos de cada mo-

. 6 . 7,8
delo foi formulado independentemente por Flory e Huggins e

o=
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o [ X I X[X|Xje]|X|x Xix $ XXX IKiIx
e | X|{x|xix[x|e|x XiX || X|IX[XIxXix

(a) ‘ (b)

FIGURA 1. Representacao em duas dimensoes, a) mistura de dois componentes
diferentes com moléculas de tamanho semelhantes, b) polimero,

é parte fundamental da Teoria de Flory-Huggins para solugdes po
liméricas, sendo a entropia de mistura fornecida por uma egua-
¢ao analoga a descrita para misturas ideais de moléculas peque-

nas:

ASM = —K(nlln¢l + n21n¢2} - {2)

onde ¢i e fracao de volume do componente i (sclvente ou polime-~

ro).

A entalpia de dissolucao de polimeros & descrita pela equa

cao abaixo:
AH = XKTN, ¢, : - (3)

onde x & o pardmetro de Flory-Huggins. Este parametro especifi
ca, em unidades de RT, a energia livre de excesso para transfe-
rir um mol do solvente puro para a fase polimerica pura. A va-
riacio de Y com a concentracdo pode ser escrita em série de po-

ténciag em relacao a ¢2, conforme a equacgao 4,



2 .
X=X1+X2¢2*X3¢2+ .. (4)

Para solugio suficientemente diluida, o Gnico parametro necessa

rio para caracterizar o sistema & Xq° 0 seu valor pode ser cal

culado a partir dos dados do segundo coeficiente de virial 10
(Az}, atraves da equagaoc 5;
vl
X = 0,5 -2, = (51
V2

onde Vl &€ o volume molar parcial do solvente e Vz o volume espe

cifico parcial do soluto.

As macromoléculas flexiveis em solucg@o diluida, podem se e
novelar, assumindo conformagdo pouco estendida e sendo separa-
das entre si por grandes regides de solvente puro. Este fato &
negligenciado no tratamentc de Flory-Huggins, o que torna a teo
ria inaplicavel no caso de solu¢des diluidas. FloryeaKrigbaumll
assumiram um modelo onde cada "nuvem" de segmentos que consti-

tuem a macromolécula, seja aproximadamente esférica com uma den

sidade maxima no centro, apresentando um decréscimo de densida-
de i medida que se afasta do centro. Dentro do volume ocupado
pelos segmentos de uma macromolécula ocorrem interacoes intramo
leculares e as demais macremoléculas tendem a ser excluidaslz,
sendo a entropia, entalpia e energia livre molar destas intera-

¢des dadas pelas seguintes eguacoes:

7S = k¢l¢§ (6)
— 2 )

AH = kTkq ¢ (7)
G = kT (ky - ¥;) ¢; (8)

onde k & a constante de Boltzmann, ¥ & o pardmetro caracteristi



k) = —= | (9)

Nesta equacao 9, B € uma funcao das energias de interacdo entre
solvente-solvente, polimero-polimero e soclvente-~polimero por u-
11

nidade de volume e Vl & o volume molar do solvente.

Das equagdes descritas anteriormente, resulta a equacgio 10,

1
kl--lIJ:X—'—z— | (10)

k,T
A relagaoc —— foi definida por Flory como 6§, com dimensao de tem

peratura, tal gue;

N

-k = b (A2 =3 - x. (11)

Na temperatura igual a £, a energla livre molar parcial devido
a interagao polimero-solvente & zero, as contribuigoes de ental
pia e entropia se cancelam e o sistema passa a apresentar umcom

portamento pseudo-ideal.

A eguagao 11, permite estimar a temperatura © para solu-

goes macromoleculares, através de um grafico da diferenca (%;— ¥)

em fungdo do inverso da temperatura absoluta.

Muitos dos métodos de estudo de solucoes macromoleculares
reguerem gue o macrossoluto se encontre num regime de concentra
ci0 em gue interacdes intermoleculares possam ser desprezadas.
Anteriormente, distinguia-se somente o comportamento entre solu
¢do diluida e concentrada . Nos Gltimos anos, trabalhos tedri
cos e expérimentais tém estabelecido a conveniéncia de se defi-
nir trés regimes de concentracdo, ou seja, diluido, semi-dilui-

14-16

do e concentrado. A figura 2 apresenta um esquema dos di-

ferentes regimes de concentracao, onde (a) representa meleéeculas



individuais, ou seja, solugao diluida; (b} moléculas com peque-~
no entrelacamento e (¢} a regiao de concentracdc onde os segmen

tos do polimero sao distribuidos uniformemente sobre todo o vo-

lume da solugao.

Q y
Q‘Q @Jf') {a) diluida
>

{b) semidiluida

FIGURA 2. Diferentes regimes de concentracao de solucao de polimero.

A transic¢ido de um regime de concentracdo para outro ocorre
gradualmente e nao & sempre possivel estabelecer uma concentra-

¢ao bem definida separando os diferentes regimes.l7 Para solu-
¢gdo diluida, em gue a molécula se comporta come unidade indivi-
dual (figura 2a), uma escala de comprimento conveniente & o raio
de giragao da molécula (RG), uma propriedade estatica, medida

por exemplo, através de experimentos de espalhamento de luz.l7
A quantidade RG €& proporcional a MV, onde v € um expoente criti
co, sendo igual a 0,5 e aproximadamente 0,6 em solvente 0 e em

solvente "bom" respectivamente. Cottom18 analisou experimentos

5<mMs5,6 x 107)

de espalhamento de luz de poliestireno (2,5 x 10
em benzeno e corrigiu os dados para efeito de polidispersidade.

Este procedimento resultou em um v = 0,588 gque se encontra em



concordancia com a teoria.

A medida que ha um aumento de concentracao do macrossoluto,
as interacdes intermoleculares, isto &, entre segmentos de molé
culas diferentes, tornam-se predominantes e, numa determinada
concentragao c¢*, as moléculas comecam a se superpor. Esta con-
centragao c* separa os regimes diluido e semidiluido. Diversos
modelos tedricos para determinagdo do valor de c¢* tém sido apre
sentados.15 Uma caracteristica dos modelos & gque c* & inversa-
mente proporcional a viscosidade intrinsecalg, sendo que a cons
tante de proporcionalidade depende do modelo escolhido e das in

teragdes gue ocorrem no sistema.

Recentemente, leis caracterizando aspectos dindmico e esta
tico de solucgoes poliméricas tém surgido por analogia com pro-

blemas magnéticos.2o Estas leis, conhecidas como "leis de

21,14 .
e expri-

scaling", tém sido verificadas experimentalmente,
mem propriedades de transporte em série de poténcia de concen-
tragdo. Uma solugdo macromolecular no regime semidiluido pode

ser visualizada como uma "rede temporaria’, onde a distdncia mé

dia entre dois pontos de contato adjacentes e denotado por ¢£,
conforme ilustrado na figura 2b. O valor de & é independente do
peso molecular do polimero dissolvido, mas varia proporcional-
mente com a concentracao elevada ao expoente de "scaling". Es-
te expoente da concentracao & igual a -0,77 e -1,0 para solven-

te bom e solvente teta, respectivamentezz.

Analisando~se concentracgoes ainda maiores, tais gue ocorra
uma distribuicdo homogénea de segmentos de cadeia sobre todo o
volume considerado (figura 2c¢) tem-se o regime de solucao con-
centrada. A concentragido que delimita os regimes semi-diluido

- + R - -
e concentrado & denotada por ¢ , isto &, solugoes com concentra



- + ~ . ~
¢ao ¢ > ¢ sao consideradas solucoes concentradas. 0O valor de

et pode ser estimado porl3,

¢t =6 {f]]-él

onde [n]8 € a viscosidade intrinseca na condicao teta. As con-
centracdes c* e ¢ sio consideradas como concentrag¢des criticas
para as transic¢bes entre os regimes de concentracao. A valida-~
de dos conceitos das concentragdes criticas tem sido avaliada
por diferentes métodos, tais como espalhamento de neutron a bai

X0 5ngulol4, NMR23, osmometria24, viscosimetriazS, espectrome-

27,28 Diver-

tria ultravioleta26 e velocidade de sedimentaczo.
sos dos métodos estudados indicaram gque a transicdo ocorre sua-
vemente sobre uma faixa de céncentracéo relativamente larga, bem
como as concentracgodes criticas para um dado polimero dependem do

peso molecular do polimero dissolvido, da natureza do sistema

polimero-solvente.

1.2. Pesoc Molecular de Macromoléculas

Uma amostra de um polimero, ainda que linear, pode apresen

tar macromoléculas de diferentes graus de polimerizacdo (nGmero
de mondmeros na cadeia), ou seja, de distintos pesos molecula-
res. Amostras de polimeros com esta caracteristica sdo denomi-
_nadas polidispersas sendo caracterizadas por um peso molecular
médio. O tipo de média obtida depende da propriedade utilizada
experimentalmente. Por exemplo, na determinacac do peso molecu
lar por propriedades coligativas de solucgao, cada molécula tem
igual con£ribuigéo sobre o efeito que & observado. O peso mole
cular resultante € denominado peso molecular médioeﬂnnﬁmero(ﬁh),

e é definido pela equacao 12;
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LN M
i i'i

(12)

I N
onde Ni é o nimero de moles e M, o peso molecular de uma deter-
minada fracdo i. Esta média também pode ser obtida por osmome-

tria.

. Uma outra maneira’ de expressar o peso molecular & através

do peso molecular medio em massa, definido pela equagio 13,

M '
M - i 1 , _ o (13)

Esta média pode ser obtida através de expérimentos de espalha-

mento de luz, velocidade e equilibrio-de sedimentacio.

Outra representag¢do media de peso molecular & Mz, conforme

a equacao 14;

[ %]

L N, M
M = &
Z T N.M?
' 1
1

(14)

N

Pela comparacdo das-.equagdes 12 e 13, para uma amostra de
¥

diferentes fracoes de peso molecular, conclui-se que o ﬁwé néa
cessariamente maior do que Mn' A razio ﬁw/ﬁn & uma das manei-
ras de se determinar o grau de polidispersidade de uma amostra.
Quando esta razao & iqual 3 unidade, os pesos moleculares médios
ﬁw e ﬁn' cbtidos através de diferentes métodos ‘ou  tratamentos
sdo idénticos, o grau de polimerizacio é uniforme para todos os
constituintes da amostra, que & chamada de monodispersa. Com
excecao de algumas proteinas que ocorrem naturalmente, os poli-
meros raramente sao monodispersos. Isto & uma consequéncia da
complexidade cinética das reac¢des de polimerizac¢ac. As amostras

paucidispersas de polimeros, ou seja, com uma faixa estreita de

peso molecular s3o resultados de métodos sintéticos especiais ou
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: . 2
fracionamentos posteriores.

1.3. Dextrana

Dextranas de diferentes pesos moleculares foram estudadas
neste trabalho e sdo polissacarideos constituidos exclusivamen-
te por unidades monoméricas a-D-glucopiranose, unidas preferen-
cialmente por ligagdes do tipo 1+6, com um pegueno numero de 1i
gagles do tipo 1+3 que induz a formagao de ramificacoes da ca-
deia principal. A figura 3 mostra um esquema de formacao de dex
trana linear a partir da sacarose, liberando um equivalente mo-
lar de frutose29. Janes e William30 demonstraram gue existe u-
ma relacdo entre a estrutura da dextrana e a variedade do micro
organismo empregado. Por exemplo, os resultados da oxidagao de
dextranas, com metaperiodato de sodio, a 2500, indicam gue a re
lacio entre os numeros de ligagdes 1+4 e 1+6 pode variar de 1:3
a 1:24, dependendo da variedade de Leuconostoc mesenteroides U=

tilizada na produgao da dextrana.
Dextranas vém apresentando grande interesse, sendo motivo

de estudo as suas estruturas, mecanismos de formacao, bem como
suas aplicagées industriais e médicas. Na tabela I sao enumera
das algumas das aplicacdes de dextrana de diferentes pesos mole

culares.

Conforme listado na tabela I, dextrana parcialmente hidro-
lisada, quando dissolvida em soro fisiolbgicc a 6% pode ser in-
jetada como substituto do plasma sanguineo. Porém, dJdextranas
utilizadaé com esta finalidade dependem de um controle apurado
das condicdes de hidrdlise para que sejam obtidas moléculas de
tamanho médio definido. Dextranas de alto peso molecular, apds

aplicacfdo intravenosa, pocdem chegar a permanecer algum tempo nos
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Esquema de obtencao de dextrana linear, a partir
de sacarose, catalisada por dextranasacarase.
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Peso molecular Forma empregada Aplicacao Ref.
75000 = 2500 6% em 0,9% NaCl substituicao do plasma 31
sanguineo
75000 + 2500 10-12% em solucao a- tratamento de edema 31
quosa ou de dextrose cerebral
40000 + 20000 10% em 0,9% NaCl reducao ou anulacao da 32
agregacao de eritroci-
tos, aumento da fluidez
do sangue
7000 - 10000 sulfato de dextrana inibicao da coagulacéo 33
do sangue
dextrana inibicao da cristaliza- 34
cao da sacarose
40000, 180000 dextrana, sulfato de separagao de particulas 35
50000, 2200000 dextrana, carboxi- e macromoleculas em sis
metil dextrana temas 1iquidos de duas
fases
30000 - 2000000  dextrana reticulada peneira molecular para 36, 37
separacao ou fraciona-
mento de macromoleculas
30000 - 2000000 dietilaminaetil e fracionamento de protei 36, 37

carboximetil deri-
vados de gel de
dextrana reticulada

nas, acidos nucleicos,
polissacarideos

vasos sanguineos sem que sejam facilmente filtradas. Por outro

lado, solugbes de dextranas com baixo peso molecular possuem u-~
: - -. . 38 . . .~ -

ma elevada pressao osmotica . Dal a importancia de méetodos pa

ra determinacdo de peso molecular, bem como de fracionamento de

dextrana.
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A producao em larga escala e o0 uso de dextrana foi inicia-

do na Suécia por Svenska Sockerfabriks Aktiebolaget para Aktie-

bolaget Pharmacia em 1942 36; e nos Estados Unidos pela Commer-

cial Solvents Corporation em 1949.39

Dextranas e seus deriva -
dos sdo hoje utilizados universalmente em laboratdrios quimicos
biogquimicos e afins, na forma de produtos sollivels e insoluveils

{Sephadex]).

1.4. Sedimentacgdo e Difusido de Macrossolutos

Através dos fenomenos de transferéncia de massa, tais como
difusdo e sedimentacdo, pode-se calcular certos parametros ca-
racteristicos das macromoléculas e particulas coloidais em solu

cao.

Numa coluna contendo uma solugao binaria idea140, o poten-

cial quimico de um componente i, sob gravidade, é dado pela e-

quagac 15:
O —

My = Mg o+ RTlnxi + (vio—l)Migz {15)

onde, v, = volume especifico parcial do componente i
p = densidade da solucac

Mi = peso molecular da fracgao i

g = aceleracao da gravidade

z = profundidade

Para z e g fixos, o potencial quimico do componente i au-
menta somente com o aumento da sué concentracao, & temperatura
constante. Havendo regides de diferentes concentragoes, ocorre
ra difusio de moléculas em direcdo a regifdo de menor concentra-

¢dao, onde o potencial gquimico também é menor.

~
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Por outro lado, se a concentracgao for uniforme e Gip <1,
0 potencial diminui com a profundidade e as moléculas de i ten-

dem a sedimentar.

A medida que a sedimentacido prossegue, cria-se um gradien-
te de concentragao vertical aumentando a contribuicdo da difu-
sdo até que o potencial quimico total seja uniforme em todo o
sistema. Neste instante ha um equilibric entre os processos de

difusao e sedimentacao.

No equilibrio, Au & nulo, da equacdo 15 se obtém a equacio
~41 P . ~
16, gque preve a variacao exponencial da fracdo molar do compo

- nente i com a profundidade,

d(lnx.,}) M. (l-v,p)g ' ' _
J - 1 1 - (16)
dz RT

Por exemplo, em.uma solucdo ideal, ou em condicido 8, de po

limero de peso molecular igual a 2}{106,‘J= 0,6 ml/g e concentra-

" ¢io de 2 x 10—2 g/ml (psol = 1,0028) numa coluna de 20 cm, ho e-

quilibrio, a razao de concentracoes no fundo e topo da coluna

serd de aproximadamente 4, a temperatura de ZSOC.' Entretanto,
o tempo necesgério para gue este estado de'equilibrio seja al-
cancado & muito longo e pode ser estimado através das equagdes
desenvolvidas por Van Holde e Baldwinéz, baseadas na teoria de

- 43 . . . .
‘Mason e Weaver ~. Assim, avaliando-se o tempo requerido para u-

»

ma solucdo 1,6% de dextrana (ﬁw = 2 X 106), com um coeficiente

de difusio igual a 1,6 % 10_7 cm2 s ~, para alcangar o equili~
brio numa coluna de 20 cm de altura sao necessarios 53 anos. Se
a altura for reduzida, por exemplo, a 10 cm, mantendo-se as de-

mais condicbes, o tempo necessidrio para que o sistema alcance o

‘equilibrio & entdo de 13 anos.
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A velocidade de sedimentagao foi relacionada com o compri-
.ménto da coluna por Weaver44, 0 qual obteve uma expressio que
permite estimar o tempo necessario para alcangar o equilibrio nu
ma coluna de comprimento { como igual ou menor ao tempo gque uma
particula necessita para percorrer a distincia de 2%, seqguindo

a lei de Stokes.

Assim, o fator cinético &€ limitante para o estudo de solu-
¢oes de polimeros no estado de equilibrioc. O tempo de alcance
do equilibrio pode ser reduzido a uma escala de interesse expe-
rimental, sob gravidade, utilizando colunas relativamente cur-
tas, da ordem de 0,2 cm conforme descrito por Weber et al.45,p§
ra solutos de particulas grandes e densas. Eles determinaram o

% a4,5°%

ﬁ@ de virus de Tipula iridescente {TIV) igual a 1 x 10
partindo de uma solugdoc de concentracao inicial de 0,085%. O va
lor foi comparado com o determinado por outros métodos com boa

concordancia.

Em regime de concentracao semidiluida, o processo de sedi-

mentacao pode ser visualizado como o fluxo de solvente através
de uma rede temporaria de moléculas de soluto ao invés do trans

porte do soluto em meio ao solventezz, definindo-se o coeficien
te de permeabilidade k. A dependéncia de k¥ com a concentracao
fol estudada para alguns sistemas poliméricos. Por exemplo, pa
ra sistemas binarios de poliestirenousolvente, k & significati~
vamente maior em condic¢bes €, devido a formacgao de agregados46,
com poros largos, que facilitaﬁ o fluxo de solvente atraves de-
les. Por outro lado, para sistemas de hidroxipropilcelulose-~a-
gua47, o valor de k & praticamente independente das condigoes

termodinamicas, pois provavelmente naoc hd variagao do tamanho

dos poros que a macromolécula forma em solucao, seja em solven-
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te "bom" ou em solvente 8.,

Visualizando~se o regime semidiluido como uma sucessao de

unidades monoméricas, com distancia média entre pontos de conta

tos £, o coeficiente de sedimentacéo48 é dado pela equacao (17),
so % (17)

onde f & o coeficiente de friccdao e M & o peso molecular da se-
guéncia de mondmeros. Assumindo-se que ndoc existe interagdo en
tre estes segmentos de cadeia, durante a sedimentacao, tem-se M
proporcional ao nGmero de mondmeros de uma malha da rede, isto
é, Mac&SB, onde 55 expressa o comprimento estatico. Se a malha
& considerada esférica e impenetravel pelo solvente, tem-se se-

gundo a lei de Stokes;
fa6nM0£D (18)
onde ED expressa o comprimento dindmico das unidades monoméri-

cas entre dois pontos adjacentes de uma malha do reticulo.

Assim, o coeficiente de sedimentagdao pode ser escrito como;

c.ES
SO —— (19)
"o ¢p
Através de substituicgdes algébricas das expressdes que relacio-

nam ES a ED com a concentrag¢ao, resulta a expressao:

soc 1 (20)

onde

0,5 (na condicdo de solvente bom)

1,0 (na condicao de solvente 0).

Destor e Rondelezég estudaram o coeficiente de sedimenta-
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¢ao de poliestireno de varios pesos moleculares, verificando gque
o valor de s no regime semidiluido (acima de c¢*) & independente

do peso molecular.

O coeficiente de sedimentacdo (s) caracteriza o macrossolu
to num determinado solvente e temperatura, mas depende da pres-
sao hidrostatica e da concentracdo. O aumento da pressdo a que
um macrossoluto esta sujeito, durante um experimento de sedimen
tacao, tende a reduzir 550. Este efeito € mais pronunciado em

solventes orgénicosSl, onde s pode variar de 20 a 30%. A varia

cao de & com a concentragao € expressa pela relagao

1-x%

sacC 1-3x (21)

onde x = 0,588 e 0,500 em solvente bom e solvente 0 respectiva-
mentesz. Muitos autores tém dedicado esforcos paraverificar es
ta relacao, mas com resultados ambiguos. H. Elmgren53 tem dis-

cutido as razoes pelas quais a equacgao 21 nao se aplica a solu-

¢Oes reais de polimeros.

Associado ao coeficiente de sedimentacao o coeficiente de
difusdao é um parametro importante na caracterizagao de macromo-

leculas em solucao e & descrito pela equagao 22;

D = -ﬁ@f | (22)
A
onde N, & o numero de Avogadro e £ é o coeficiente de friccédo.

Em regime semidiluido define-se também o coeficiente de di

fusao cooperativo (Dc) que corresponde ao coeficiente de difu-

sa0 de uma malha considerada independente de suas vizinhas. DC

tende a D, a medida que a concentracaoc diminui. O coeficiente

de difusdo cooperativo pode ser expresso pela equacgao 23, emter

mos de coeficientes de viria154.



19

RT
D = —
C NA.f

(l-vz.c) (l-pzAZMC 4 eea) (23)

As propriedades de atrito também sao muito importantes na
descrigao dos fendmenos de transporte em solugdes macromolecula
res. Representando-se a condigao de diluig¢do infinita pelo in-

dice o, a razdo fo/f pode ser escrita em funcao do coeficiente

de sedimentacido e difusdo cooperativa através das equacoOes 24 e

25,
£ (L=-v.p_ ) s
o _ h___:gljl__.__ (24)
f (1-—V2p) Sq
f D (l-b2A2Mc~r3A3M02-+...)
- L (25)

D l1-v.,c
o ( 5 )
Bstas equac¢des sao aplicaveis somente a sistemas de dois compo-

nentes puros e permitem uma comparacdo das caracteristicas fric

cionais na difusdao e sedimentacao.

1.5. Ultracentrifugacgao

Svedberg e Nich01555 a partir de 1923, iniciaram o estudo

do efeito do campo inercial em solucbes de macromoléculas e sis
temas coloidais. Foram obtidos progressos, de maneira gue se
tornou possivel determinar a distribuicido do tamanho de particu
las em uma amostra de sol de ouroSG. Na época eles propuseram
© nome "ultracentrifuga" para o instrumento no qual a sedimenta
¢do sob um campo inercial era estudada guantitativamente. Atual
mente, entretanto o termo "ultracentrifuga" & utilizado para to
das as centrifugas de alta velocidade, mesmo guando o instrumen
to n3c contém dispositivos que permitam a realizacao de medidas

analiticas durante o transporte. A utilizacdo de ultracentrifu

gas pode ter finalidades analiticas ou preparativas. Na ultra-
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centrifuga analitica, podem ser medidas algumas propriedades fi
sico~-guimicas de particulas dispersas ou de um soluto, através
da observac¢do Optica continua de pequenos volumes de aproximada
mente 1 ml de amostra durante o periodo de centrifugacdo. Pard
metros fisico-quimicos podem ser determinados com a utilizacgio
de ultracentrifuga analitica, através de dois métodos distintos:
equilibrio e velocidade de sedimentacdo. O método de equilibrio
apresentamgrande importancia, pois & baseado na teoria do equi-
librio termodindmico; pode ser utiiizada a velocidade alta ou
baixa do rotor. O método de equilibric & baixa rotagao utiliza
colunas de -1 cm de altura, requer tempos supericres para alcan
ce do equilibrio, apresenta uma maior precisio, tem menor sensi
bilidade a componentes de baixo peso molecular e maior a compo-
nentes de alto peso molecular do gue o método & alta rotacao.

Pelo método de alta rotacio podem ser determinados Hw’ Mn e M,
o T

enquanto que o de baixa rota¢do permite calcular ﬁw

dendo do tratamento utilizad057° As caracteristicas da amostra

Mz, depen
determinam a escolha do metodo. Por exemplo, os experimentos de

alta velocidade nao sao indicados para o estudo de sistemas que

58

contém contaminantes de baixo peso molecular™ , e para solucoes
concentradas, como por exemplc para alguns sistemas em que ocor
re intera¢do entre as macromoléculas. Este método de alta velo
cidade aplica-se predominantemente a concentrac¢ao inicial do ma
c¢rossoluto entre 0,1 e 1,5 mg/ml (o método de baixa velocidade
aplica~-ge a concentracdo inicial entre 2 e 20 mg/ml) e foi de-
senvolvido a partir do trabalho de thantissg, que operou a ul-

tracentrifuga em velocidades onde a concentracdao no menisco se

tornava desprezivel.

Van Holde e Baldwin44, estabeleceram a redugao da alturada
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coluna como condigaoc necessaria para tornar viéveis 0s experi-
méntos de equilibrio de sedimentacgdo, pois o tempo necessario pa
ra atingir o equilibrio é proporcional ao quadrado da altura.
Entretanto, estes experimentos, mesmo em colunas curtas {- 3 mm)

requerem tempos da ordem de 12 a 18 horas (ou mais), sendo que

a precisao diminui com o tamanho da colunaﬁo.

No método de velocidade de sedimentacio utiliza-se uma ve-
locidade de rotacao da ordem de 40000 a 60000 rpm, gque corres-—
ponde ao ponto médio da célula (a uma distincia de 6,5 cm do cen
tro do rotor) estar sujeito a 114000 e 256000 vézes a gravidade
normal respectivamente. Neste tipo de experimento, observa-se
o deslocamento da fronteira macromolécula-solvente de uma solu-
¢ao inicialmente uniforme, através de métodos Opticos, como por
exemplo espectroscopia UV e variacao do indice de refrac3o com
sistema Optico Schlieren. Os resultados destas experiéncias séo
analisados com ¢ auxilic de teorias e fenomenologias de trans-
porte e da termodinamica dos processos irreversiveis, que permi
tem determinar o coeficiente de sedimentacao e difusao, peso mo

lecular, tamanho e forma das particulasGl. A figura 4 apresen-

ta a distribuicao de massa de soluto durante a sedimentacao nu-
ma célula com formato de setor62. A solugao, que inicialmente
se apresentava homogénea, sob a a¢do do campo inercial, passa a
possuir uma fronteira, distinguindo-se a solugao do solvente pu
ro. A velocidade de deslocamento desta fronteira & funcgao do
coeficiente de sedimentacdo do macrossoluto, que é funcao do pe
so0 molecular, tamanho, forma e polidispersidade da amostra. Se
a_difuséo.for negligenciavel e as particulas uniformes em tama-

, - .. 61
nho e forma, esta fronteira sera bem nitida .

0 peso molecular médio em massa (ﬁw) da amostra em estudo



22
€ determinado através da equacao 26:
_ RT s,
My, s ———— = — (26)
(1-v,p) D

onde s, © Do sao os coeficientes de sedimentagao e difusio a con
centracao zero, Po 2 densidade do solvente e ?2 o volume especi
fico parcial do macrossoluto. A metodologia utilizada para de-

terminacgdo de s, e Dg sera exemplificada na parte experimental

desta Tese.
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FIGURA 4, Distribuicao de massa de soluto durante a sedimentacac
numa celula com formato de setor.

e

l.6. Osmometria e Viscosimetria

Além dos métodos que utilizam uma ultracentrifuga para ade
terminagao de parametros fisico-guimicos de dispersdes coloidais
ou de macromoléculas em solugao, existem outros métodos com me-—

todologia e faixa de aplicacdo bem definidas.

Por exemplo, osmometria & um método gue se aplica & deter-

minacdo de peso molecular e coeficiente de virial de macromole
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culas., O método consiste em se co
locar a solucgaoc em estudo em conta
- Ah
to com o solvente atraves de uma
membrana permeavel somente ao sol- j;;f;f>ﬁ
|
|
vente, conforme esquema da figura [ sotugdo”] Solvente
. % |
5. Como existe macrossoluto somen //W
- ]
. ~ \
te em um compartimento do osmome- membrana
tro, o potencial quimico do solven
FIGURA 5

te & diferente nos dois comparti—

mentos, induzindo um fluxo de solvente no sentido do comparti-
mento do solvente puro para o da solugao. A diferenca da pres-
sao hidrostatica resultante da transferéncia de liguido diminui
o potencial quimico do solvente no compartimento da solucao. A
diferenca de pressdo atraves da membrana, no momento em gue o po
tencial quimico do solvente nos dois compartimentos for identi-
co & chamada de pressdo osmdtica. Esta diferenga de pressao é
medida através da diferenga de alturas dos liguidos nos capila-

res, unidos aos compartimentos da solucao e solvente (figura 5}.

No equilibrio osmbético; tem-se

- = — 1V . (27)

‘Substituindo a equacao 1 na equacaoc {27), resulta

m 1
= [; . Azcz] (28)
2 2

e em termos do parametro de Flory-Huggins, pela eguagao 29,

-t

T 1 p .
— = RT {- + ~m¥L§ (% -~ X)C] . (29)
Cy M, MyP,

onde os iIndices 1 e 2 referem-se ao solvente e soluto respecti-

vamente.
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Kok e Rudin63

 deduziram uma expressao que permite calcu-
. lar o coeficiente de virial a partir do peso molecular e fisco—
sidade intrinseca em solvente 8 e no solvente em ‘estudo. A pre
digcao do coeficienfe_de virial permite entdo a avaliaqéockapreg
séé osmética, através da equagdo 28, Eles compararam os valo-=
res calculados com resultados experimentais relacionados na li-
teratura, mostrando.qué é pressdo osmotica calculada a partir da’

equacao 28 fornece valores corretos somente a baixa concentra-—

~ . : . - il Gl
¢ao de polimero, ou com bhoa aproximacao quando s < 3 (3) .
. . o

A determingcéo da viscosidade de polimeros em solugdo per-—
mite avaliar o seu pesoc molecular, através da equagao de Mark-
Houwink64 {equagdo 30), que expressa a relagdo entre viscosida-—

de intrinseca e peso molecular do macrossoluto.

n]l = K.Mi ) . ’ {30).'

onde M = [ZN.M].'+a/EN.M.]l/a
v l i 1 . 1L 1

Na equagdo 30, a e K sdo pardmetros empiricos que dependemdo ti

po de polimero, do solvente e da temperatura em que a viscosida

de foi medida. Para muitos sistemas a varia entre 0,6 e 0,8 e

4 a s x 10“4. Assim, a determinag¢ao do peso mole

K de 0,5 x 10~
cular através de medidas da viscosidade necessita de uma deter-

minagdo prévia dos parametros empiricos para o sistema em estue-

114

do. Para amostras monodispersas, (ﬁn = MV

ﬁw} qualquer média
de peso molecular pode ser combinada com a medida de viscosida—
de‘para avaliar as constantes da equagdo 30. Como o ﬁ§ é mais
proximo de Ew do que do ﬁh, em amostras polidispersas o peso mo
lecular médio em massa é preferido para esta calibracdo. Este:

método & bastante simples, acessivel, mas apresenta como desvan-

tagem a necessidade de se conhecer previamente a curva de varia

~ - . o N o - .



terminado sistema.

1.7. Osmossedimentacdo e Osmocentrifugagao

Conforme foi comentado anteriormente, a sedimentacao de ma
crossolutos, sob gravidade, & um processo extremamente lento. F.

Galembeck e colaboradoresdo’ss"e7

observaram gque a velocidade de
sedimentacio de um macrossoluto é aumentada quando a solugdo &
colocada em contato com o solvente, através de uma membrana se-
mipermeavel. Esta consequéncia do acoplamento de fluxos osmoti
cos a fluxos de sedimentacéo & denominada osmossedimentacgao. A
figura 6 ilustra um esquema dos fluxos gque ocorrem em experimen
tos de osmossedimentacio, que conéiste numa célula de dialise,
com uma membrana vertical, resultando dois compartimentos. As-
sim, a solugdo em estudo fica em contato com o solvente atraves
da membrana. Por simplicidade, considera-se uma solugio bina-

ria ideal onde o macrossoluto € monodisperso e que amembrana re

tém o macrossoluto mas nao o solvente. Através da membrana se-
mipermeavel, existird um fluxo de solvente gue esta relaciona-
do com a diferenca de potencial quimico do solvente nos dois com

partimentos, indicado na figura 6 por setas continuas.

Partindo-se de uma situacao em que a concentracao da solu-
¢80 no compartimento 2 & uniforme, e admitindo-se gue i) nao e-
xiste desnivel entre os compartimentos, ii) gue o volume molar
parcial do solvente na solugao & igual ao do solvente puroe iii)
gue a fracdo molar do solvente & constante com a profundidade,
a diferenca de potencial gquimico do solvente através da membra-

na & dada pela equagao 31,
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onde x @ a fracao molar do solvente na solugao, Ap € a di-

solv
ferenca de densidade entre solugdo e solvente, 7°

solv

molar parcial do solvente puro e z é a profundidade, tomada a

é& o volume

partir do nivel superior da fase liquida.

— —
)

3

/ | _~solvente (1)
/ .

Solugdo {2}

X
A\

-

A\

e 30{VENtD
——— Macrossoluto

3

FIGURA 6. Esquema de uma celula de osmossedimentacao.

Ovsinal de Ausolv indica o sentido do fluxo de solvente a-

través da membrana. O termo RTlnxS & sempre negativo e con-

olv
siderando-se o caso genérico, onde | ~ 0 ter-
g d Psolvente psolucao'
=0 - s -
mo zVSOlngp e positivo. Ocorre fluxo de solvente para © com-

partimento da solugdo até a profundidade em quec:termolzvzolqup

for maior em mddulo do que RT1lnx Quando cisto

solv’

ocorre, o fluxo do solvente se inverte, isto &, passa a ser do
compartimento da solucdo para o compartimento do solvente, ou se
ja, tem-se um fluxo osmdotico reverso. Esta inversio de fluxo de
solvente numa célula indica a existéncia de um ponto onde o flu
xo de solvente & nulo. Esta profundidade z pode ser calculada,
da equagao 31, éonhecendo—se os demais parametros na condicio de

Au = 0. O fluxo de solvente ocorre até que nao exista mais

solv
gradiente de potencial quimico de solvente no sistema, ou seja,
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guando o equilibrio de sedimentagdco-difusdo tenha sido alcancga-
do.Estando o sistema no estado de equilibrio, podem ser utiliza
das algumas equagoes que se aplicam somente a este estado termo
dinadmico para a determinacdo de parametros fisico-quimicos, tais
como peso molecular, coeficiente de virial, parametro de Flory-

Huggins.

Foi mostrado experimentalmente para solugoes de dextrana e
- 68 s q s . .
oxido de ferro 7, gue utilizando-se experimentos de osmossedi-
mentacao resultam gradientes de concentracgaoc em tempos relativa
mente curtos. Assim, os experimentos de osmossedimentacao, per
mitindo a obtengao de gradiente de concentracac em escala de tem
po mensuravel, torna em principio possivel, sob gravidade, fra-
cionar amostra polidispersa de polimero, concentrar proteinas ou

coutros macrossolutos.

0 mesmo principio da osmossedimentacgao pode ser estendido
para experimentos feitos a baixo campo inercial (osmocentrifuga

gao}.
Tanto os experimentos de osmossedimentacac como os de 0smo

centrifugacao necessitam de uma membrana gue possua um elevado
grau de seletividade, isto é, que nao permita o fluxo de soluto
entre os compartimentos da célula mas tenha um fluxo de solven-—
te adequado para gue o processo nao seja cinéticamente prejudi-
cado. Por exemplo, na determinacio de parametros fisico~guimi-
cos € necessario gue o gradiente de concentragao seja o corres-
pondente ao do estado de equilibrio. Porém, se mesmo peduenas
quantidades de soluto (ou mesmo algum contaminante) atravessam
a membrana semipermedvel, influenciardoc no fluxo de solvente e
conseguentemente no gradiente de concentragao final. Portanto,

é de primordial importincia para experimentos analiticos de os-
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mossedimeﬁtacéo o desenvolvimento de membranas semipermeaveis
utilizaveis com o polimero ou proteina desejada. Trabalho nes-
te sentido fol executado no laboratdério, conduzindo a membra
nas com as caracteristicas necessarias, que foram utilizadas nes

te trabalhosg.

1.8. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi verificar a aplicabilidade do
método de osmossedimentacdo a trabalho analitico e preparativo

realizado com solugdes de macromoléculas.
Para atingir este objetivo, fol necessario:

i) verificar o atingimento do estado de equilibrio de se

dimentacao em solucdes de macromoléculas, sob gravidade;

ii) determinar o peso molecular de macrossolutos bem defi

nidos;

iii) comparar os valores obtidos por osmossedimentagdo com
os obtidos por outros métodos e com o0s relacionados na literatu
ra;

iv} verificar a aplicabilidade do método de osmossedimen—

tagao ao fracionamento e do método de osmocentrifugacido & con-

centracido de dextrana.
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II. PARTE EXPERIMENTAL E RESULTADOS

Materiais e Equipamentos

Foram utilizados neste trabalho os seguintes materiais:

- acetato de celulose, Carlo Erba {acido acético combinado,
53%).

— acido acético glacial, Labormax.

— acetona PA-ACS, Carlo Erba.

— etanol PA, Carlo Erba.

— dextrana T500, lote n® 4094, Pharmacia Fine Chemicals
(M = 5 x 10°).

— dextrana D5376, lote n% 38C-0123, Sigma, (M = 2 X 106).

~ dextrana D5376, lote n® 58C~0296, Sigma, (M = 2 X 106).

- dextrana, ICN Pharmaceuticals Inc, lote ne 7600, (M = 5
a 40 x 106).

— dextrana, ICN Pharmaceuticals Inc, lote n? 2151, (M=4 x
10h).

— dextrana azul D5751, lote 50F-01B, Sigma, (M = 2 x 106).

— tiroglobulina, tipo I: bovina, n? T-1001, lote 89C-8100.

— albumina bovina, n? A2153, lote 41F-0059, Sigma.

- timerosal.

seguintes eguipamentos;

- — bureta de pistido Metrohm AG Herisau de 10 ml.

— viscosimetro Ubbelohde.

— densimetro PAAR-DMA 60.

— espectrofotdmetro UV-visivel Zeiss PMQ II.
— ultracentrifuga analitica MOM - tipo 3170.
— computador CP500 - Prologica.

— centrifuga refrigerada RC-38 - Sorvall Instrument.
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—~ centrifuga IEC, modelo K.

— planimetrc Hruden.

2.2. Preparagao de Membranas Assimétricas

de Acetato de Celulose

As membranas utilizadas nos experimentos de osmossedimenta
gao e oschentrifugagéo foram preparadas seguindo-se o procedi-

mento desenvolvido no laboratérioGg.

Dissolveram—se 15 g de acetato de celulose numa mistura sol
vente, contendo 75 ml de acido acético, 25 ml de acetona e 35ml

de agua. A solugao foi entdo espalhada sobre uma placa de vi-
dro, contendo dois fios de niquel-cromo de 0,4 mm de espessura
(esticados para garantir a uniformidade da espessura da membra-
na). Deixou-~se o0 solvente evaporar durante 10 minutos e intro-
duziu~-se a placa num recipiente com agua, a temperatura ambien-
te, para que o acetato de celulose coagulasse. A membrana pro-
duzida por este método & assimétrica, pois € formada por uma pe

licula filtrante suportada numa camada do mesmo polimero.

Estas membranas, para utilizacdao em experimentos de osmos-
sedimentacao e osmocentrifugacaoc, devem apresentar uma alta per

meabilidade ao solvente e boa rejeicao do soluto em estudo.

A permeabilidade das membranas foi avaliada analisando-se
o fluxo de Agua através delas, sob a pressio de um metro de a-
gua. Estas medidas foram obtidas, colocando-se uma célula de
dialise em contato com um reservatdrio de agua a uma altura de
um metro. A Area da membrana era de 12,6 cmz, resultando um flu

xo de 0,04 ml em™2 min~t.
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2.3, Dialise em Fluxo e em Centrifuga a Baixa Velocidade

Em amostras com contaminantes de baixo peso molecular ou
com um grau elevado de polidispersidade, houve interesse em eli
~minar o contaminante ou as fracdoes de menor peso molecular. Com
essa finalidade foram feitos experimentos em células de dialise
com fluxo continuo de solvente e em células de didlise sob a a-

cido de um campo de 800 x g.

No primeiro caso fol tomada uma célula de dialise de 28 cm

de altura (figura 7a), constituida por duas placas de acrilico

justapostas com a membrana semipermeavel, que divide acélula em
dois compartimentos. Inicialmente, a solucaoc de dextrana poli-
dispersa foi c¢olocada em um dos lados da celula e ¢ solvente no
outro lado. O solvente foi entdo bombeado a uma velocidade de
10 em> h™! e recolhido para andlise da quantidade de macrossolu
to que atravessou a membrana. No lado da célula em que se colg
cou solucio foi borbulhado ar pela parte inferior para homoge-

neizar o seu contetdo.

No segundo tipo de experimento utilizaram-se células de 12
cm de altura e 8,5 cm de largura (figura 7b), submetidas a bai-
x0 campo inercial, numa centrifuga IEC. Inicialmente, a solu-—
g0 a ser dialisada e o solvente foram colocados, cada um em um
dos lados da célula e apds um determinado témpo de centrifuga-
cao a 2000 rpm, a fracao do solvente foi trocada para analise da
massa de macrossoluto gue atravessou a membrana.

A amostra utilizada foi dextrana de peso molecular nominal

2x106 {Sigma). As densidades da solucido inicial e das fracoes

de solvente foram determinadas diretamente no densimetro PAAR-

DMA 60. A fragdo de volume do soluto (¢2) foi calculada pela

equagido 32,
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p -
12
0, = ——— | . (32)
— =P
V2 1

onde ¢ é a densidade, v & o volume especifico parcial e os indi
ces 2 e 1 referem~se ao goluto e solvente respectivamente. A

massa de macromolécula que passou através da membrana foi obti-

da pela equagao 33;
onde V é o volume total da fracao recolhida.

Na tabela II, sao apresentadas as massas de dextrana reco-
ihidas no lado do solvente, em funcao do tempo. Na figura &, es
tdo plotados os valores contidos na tabela II, onde se pode no-
tar que o tempo necessario para eliminar uma mesma fracao de mas
sa de dextrana da solugéd inicial {(no casoc 10%), por dialise em
baixo Campo inercial & em torno de 20 horas, isto &, oito vezes

menoxr do que por diadlise em fluxo.

1
o=
E B s
C 5
8 £
o g
% 10 |
)
o O s
E.'.'J
[+h]
o
22 5{
i i L H i i i 1
20 60 100 140

tempo/h

FIGURA 8. Fracdo de massa de dextrana que atravessou a membrana em funcao do

tempo (o) dialise em fluxo, (4) didlise a baixo campo inercial.
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TABELA 1I. Fracao de massa de dextrana que passou atraves da membrana
para o compartimento do solvente, em experimentos de dia-
Tise em fluxo e de dialise durante centrifugacao.

Didlise em fluxo® Dialise durante centrifugacaob
Tempo/hora < z 5
V- (m1) 9o X 10 % m, v (m1) ¢y X 10 % m,
4,0 12,6 623 5,8
7.5 12,6 382 9,2
21,6 1,7 121 9,7
25,0 12,4 70 9,9
29,0 12,4 99 10,2
39,0 395 153 2,8
42,2 12,6 102 10,5
63,0 245 146 4.6
86,0 210 137 5,8
110,0 190 137 6,9
136,0 255 134 2.4
160,5 237 159 10,3
166,0 45 156 10,8
a) Coov 1 =1,8%x 1072 g/em®, Vi 1o = 65ml.
inicial dialisado

-2 3 @
b) Ci_= 2,2 x 10°° g/cm™, Vdia}. = 10 ml.
c) Ve ovolume da fracao recolhida.

2.4. Determinacdo do Volume Especifico Parcial da Dextrana

0 volume especifico parcial (52) de um soluto, numa solu-
c30 binaria & definido como a derivada parcial do volume da so-
lucdo com relacdao a massa do soluto, mantendo-se constantes a

temperatura, pressao e massa do solvente.

0 volume de uma solucdo binaria pode ser escrito como70,
(34)

onde Vl é o volume molar parcial do solvente e 52 o volume espe

cifico parcial do soluto.
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O procedimento seguido para determinacdo do volume total de
.sblucéo em funcao da massa de dextrana fol o seguinte: inicial-
mente colocou-se uma certa gquantidade de.éextrané num desseca-
dor com pentdxide de fosforo, sob vacuo, até se obter peso cons
tante. Uma vez alcan¢ado peso constante, colocaram-se em pesa-
filtros guantidades de dextrana entre 0,013 e 0, 311 g e adicio
naram-se 5 ml de agua bidestilada. A massa de dextrana foi en-
tao corriéida para uma massa constante de 5,0000 g de agua, e o
volume total determinado pela razdo da massa total pela densida

de da solucdo. Os dados sdo apresentados na tabela III. O gra

fico de massa de dextrana em funcao do volume total permite de-
terminar, através do coeficiente angular (egquacao 34), o valor
de 52 para dextrana. Na figura 9 estdo plotados os valores da
tabela III. A reta foi tragada por regressao linear, obtendo-

se v,, igual a 0,634 * 0,006 cm3/g. 0 coeficiente linear obtido

2
foi de 5,014 = 0,001 ml que esta de acordo com o valor de nl.vl
esperado gue & de 5,015 ml. Brown et al.7l determinaram um va-

lor de 52 igual a 0,643 + 0,002 cm3/g para uma amostra de dex-

trana T 70 e verificaram ainda que v, & independente da concen-

2
tragao na faixa de concentracao abaixo de 35% (m/m}.

2.5. Experimentos de Osmossedimentacao -

2.5.1. Metodologia

Os experimentos de osmossedimentacdo, sob gravidade
foram feitos em células de diadlise, construldas com quatro pla-
cas de acrilico de 6 mm e de 25 cm de altura (figura 10). As
duas placas interiores apresentam compartimentos interligados a
través de um pequeno canal. Entre as placas de acrilico foi co

locado um filme de polietilenc para melhor acomodacao destas e
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FIGURA 9. Relacao entre volume de solucao (massa do solvente
constante e jgual a 5,0000 g) e massa do soluto,
para solucao aquosa de dextrana a (25,0 = O,I)OC.
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TABELA I11. Volume total de solucoes de dextrana
de concentracado variavel.

Massa de Densidade daz Volume total {(ml)
dextrana (g) solucdao (g/cm”)
0,01317 0,998003 5,02320
0,02659 0,999011 5,03157
0,05255 1,000911 5,04796
0,07571 ©1,002640 5,06235
10,10215 1,004604 5,07876
0,15488 1,008593 5,11096
0,20126 1,011476 5,14225
0,24755 1,015001 5,17000
0,31154 1,018837 5,21334

@ peterminada a (25,0 + 0,1)°C.
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evitar que ocorrese vazamento. A membrana semipermeavel de ace
tato de celulose divide a célula em dois lados. Em um dos lados
foi colocada a solugdo a ser estudada e no outro, o solvente.
Por solvente, entende-se agua e demais componentes micromolecu-
lares do meio no gqual o macrosscluto em estudo foi dissolvido.
As diversas amostras de dextranas foram dissolvidas numa solu-
¢do aquosa de timerosal a 100 ppm, para evitar contaminacdo com

fungos.

As células contendo solugao e solvente foram manti-

das em banhos termostatizados e apOs um determinado tempo foi

drenado o contelido dos seus diversos compartimentos, utilizan-
do-se uma bomba peristélticaéde quatro canais. Determinou-se a
densidade, a ZS,OOC, de cadahﬁmé das amostras contidas nos di-
versos compartimentos, desprezando-se a solugao contida nos ca-
nais que os interligavam. A partir das determinacdes de densi-
‘dade das solucoes, foi calculada a sua concentragéonatravésda
equacao 35, onde p & a densidade, Vv é o volume especifico par-
cial, ¢ & a concentracao e os indices 1 e 2 denotam solvente e

soluto respectivamente.
o - p
c, = 21 (35)
1l - PV, )
As unidades da densidade e da concentragdo sao g/cm3 e do volu~
me egpecifico parcial cm3/g e o erro na determinacadc da densida

de @ de 2 x 10_3 %.

2.5.2. Alcance do Equilibrio de Difusao~sedimentacao

Um dos objetivos deste trabalho foi verificar se ex
perimentos de osmossedimentagao conduzem ao estado de equilibrio

de difusdo-sedimentacdo. Os estudos para esta verificacao fo-
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ram feitos através de dois tipos diferentes de experimentos de
osmossedimentacio. No primeiro tipo, denotado por experimento
do tipo A, a solugdo em estudo a uma dada concentracdo ¢ foi co
locada num lado da célula de dialise (figura 10), contendo sol-
" vente no outro lado. Em outro tipo de experimento, do tipo B,
a solucio de concentracgac igual a 2C, foi colocada na parte in-
ferior de um dos lados da célula e o solvente na metade supe-

rior desse mesmo lado e também no outro lado.

Foram feitos experimentos do tipo A e do tipo B com

dextrana T500 (Pharmacia Fine Chemicals) e dextrana de EW nomi-

nal 2 x 106 (Sigma). A concentracdo de dextrana nos seis com-

partimentos de um mesmo lado da célula foi determinada atraves
da leitura da densidade, a diferentes tempos. Tomando-se a ra-
zdo da concentracdo do macrossoluto a 1,0 e 21,0 cm abaixo do to
po da coluna, foi observada uma variacdo dos valores iniciais
desta razio de 1,00 (tipo A) e zero (tipo B) para o valor final
em ambos os casos, de 0,88 apds 120 horas, para dextrana T 500,

a 20°C (figura 11).

As razdes entre as concentra¢des nos dois comparti-
mentos extremos em funcio do tempo de cada experimento sao apre
sentadas na tabela IV. A figura 12 mostra as curvas resultan-
tes, para experimentos dos dois tipos, de razoes de conceﬁtra—
¢des nos compartimentos mais afastados e também entre os mais
‘préximos em funcao do tempo. Como era de se esperar, o tempo ne
cessirio para gue o mesmo valor final da razdo de concentragao
fosse obtido, em experimentos do tipo B, foi maior do que em ex
perimentos do tipo A, pois no primeiro caso o sistema em sSeu es
tado inicial encontrava-se bem mais afastado do estado de equi-

1ibrio. Observacio semelhante é valida para a analise das cur-
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FIGURA 11. Razac das concentracoes de dextrana T 500 no compartimento
' superior (c6) e inferior (c})da celula de osmossedimenta-
¢3ao como funcao do tempo. Condigdes iniciais: (A) solucao
de concentracdo c no lado da solucao, (e) metade inferior
do lado da solucao contendo solucao de concentracao 2¢ e
metade superior com solvente. t = 20,0 % 0,106.
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TABELA IV. Razao de concentracoes de dextrana T 500 nos varios

compartimentos das celulas de osmossedimentacao nos

experimentos do tipo A e B em funcao do tempo. Re-

sultados de experimentos individuais.

t = (20,0 + 0,1)°C.

Tipo de exp. Tempo (h) Ce/Cy cg/Cy cy/cq
B 263,0 0,910 0,885 0,996
B 261,0 0,879 0,959 0,990
A 233,0 0,881 0,975 0,993
B 234,0 0,845 0,972 0,994
B 118,0 0,860 0,959 0,987
A 118,0 0,917 0,965 0,991
B 76,0 0,197 0,949 0,990
B 79,0 0,573 0,916 0,969
A 79,0 0,845 0,965 0,984
B 54,5 0,028 0,832 0,979
A 54,5 0,904 0,974 0,992
B 48,0 0,155 0,891 0,975
B 27,0 0,010 0,017 0,836
A 18,0 0,849 0,952 0,986
B 10,0 0,008 0,011 0,825
A 10,0 0,881 0,957 0,986
B 4,0 0,009 0,013 0,396
A 0,860 0,946 0,985

4,0
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FIGURA 12. Razao das concentracoes de dextrana T 500 nos diversos
compartimentos da célula de osmossedimentacao como fu_ri
cao do tempo, a ZG,OOC.

Experimento: (——) tipo B.
(-~.~) tipo A.



4

vas das razdes de concentracdes entre compartimentos mais afas-

tados e mais proximos.

Procedimento analogo féi seguido para‘o estudo do al
~cance do equilibrio com amostra de dextrana (ﬁh nominal 2 x_lOé
segundo o fabricante), na temperatura de 25°¢C. Os resultados
sao apresentados na tabela V e o grafico da razdo de goncentfaml

¢bes das fracgdes extremas em funcio do tempo estd na figura 13.
'2.5.3. Determinacdo de E&, A, e X

2.5.3.1l. Dextrana T 500

Expérimentos de osmossedimentacao do tipo
A, isto é, iniciados com solucio de concentragao uniforme, s0b
grévidade, foram feitos com dextrana T 500 nas temperaturaé de
S,SOC,‘ZO,Oocle 40,OOC. ApOs um tempo superior a 20 horasam;a—'
mostras foram retiradas e fol determinada a concentracgao do so-
luto (étravé; da leitura da densidade) em cada compartimento.
A figura 14 apresenta um grafico de logaritmo de concentragdo em
func¢ao da profundidade para.dois experimentos de osmossedimenta

¢do, na temperatura de 5,500;

Observa-se que o sistema comporta-se de ma

neira nao ideal. Neste caso (soluto polidisperso, ndo ideal),

aplica~se o tratamento descrito por Williams et a1.41. A equa-

gao 17 desta referéncia é

'RT Ac

= ——— g — (36)
(L-vp)gz c

M
ap
onde, z é a profundidade a partir do topo da célula e ¢ & a con
centrac¢do media do macrossoluto, . R

C ; ¥ @ ?* %
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TABELA V. Razao de concentracoes de dextrana D 5376 (Sigma) nos
varios compartimentos das celulas de osmossedimenta-
¢ao nos experimentos do tipo A eB em funcao do tempo.
Resultades de experimentos individuais.

t = (25,0 + 0,1)°.

Tipo de exp. Tempo (h) CG/C} c5/c2 Cp/Cy
B 168,0 0,905 0,955 0,989
A 167,0 . 0,910 0,968 0,988
A 141,0 0,880 0,962 0,990
B 140,0 0,907 0,965 0,99
B 124,5 0,853 0,936 0,994
B 116,0 0,902 0,969 0,991
A 116,0 0,880 0,947 0,987
B 88,5 0,837 0,940 0,982
A 88,5 0,886 0,964 0,990
A 65,0 0,890 0,962 0,993
B 65,0 0,751 0,921 0,979
A 47,0 0,882 0,968 0,992
B 47,0 0,645 0,859 0,955
B 24,0 0,125 0,736 0,924
A 22,0 0,860 0,963 0,990
A 17,0 0,882 0,965 0,985
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FIGURA 13. Razao das concentracoes de dextrana D5376 (Sigma),
nos diversos compartimentos da celula de osmossedi
mentacao como funcao do tempo, a 25,0°C.
Experimento: (-.-) tipo A.

(—) tipo B.
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FIGURA 14,

o
~

Logaritmo da concentragao da solugao aquosa de dextrana
T 500 em funcio da profundidade, a 5,5°C.

(e) ¢ = 6,8 x 1073 g/cm3

(1) € = 6,5 x 107> g/cmd
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As tabelas VI, VII e VIII apresentam o in~
‘verso do peso molecular médio aparente, calculado a partir dae-
quacdo 36, para diversas concentracdes médias de dextrana T 500
nas temperaturas de 5,500, ZO,OOC e 40,000 respectivamente.

0 peso molecular médio a4 diluicdao infinita
e o coeficiente de virial sao obtidosdl‘a partir dé‘qquagéo_37 ‘

(equacdo 18 da ref. 41):

l . v
— + A, ¢ ‘ (37)
M 2
W

, El]
o -
o

Na figura 15 sfo apresentados os valores do
inverso do peso molecular médio aparente a diversas concentra-
¢bes, onde as retas foram obtidas por regressdo linear, utili-

zando-se um computador CP 500.

Para o calculo do desvio dos coeficientes

. 7 " . :
linear e angular 3, regsultantes da regressado linear dos pontos
obtidos experimentalmente, utilizaram-se as equactes 38 e 39 com

um nivel de confianca de 95%:

tn 2.s
e.b = e (38)
5 O(X, - X)2|l/2
. 1
L
L x> 1/2
i - (39)
e.a = ¢t S
n-2 n i (X, - %)%
i 1
(Y, - (bea.X,))? 1/2
onde s = |& (40)
n - 2

A figura 15 mostra que os coeficientes li-

neares sac coincidentes. O0s valores de Ew e do coeficiente de

virial para cada temperatura estao listados na tabela IX. Osva
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TABELA VI. Inverso do peso molecular medio aparente, calculado a partir
da equacao 36, para diversas concentracoes medias de dextra-
na T 500. t = (5,5 0,1)°C.

Tx 100 ¢ x10° ¢, x10° 5 _5 1 6

3 6" 5 173 3 M&p x 10 — x 10

(g/cm™) (g/cm”) (g/cm™) (g/cm™) Map
3,95 3,56 4,30 0.,998490 6,07 1,65
4,10 3,58 4,35 0,998552 6,04 1,66
6,47 3,65 6,83 0,999424 5,87 1,70
6,48 5,66 6,85 0,999426 5,92 1,69
6,67 5,83 7,03 0,999496 5,81 1,72
6,80 5,98 7,16 0,999543 5,59 1,79
7,12 6,36 7,74 0,999661 6,05 1,65
7,25 6,44 7,87 0,999710 6,33 1,58
7,52 6,67 8,03 0,999810 5,83 1,72
7,63 6,76 8,11 0,999850 5,70 1,75
7,86 6,78 8,39 0,999936 6,58 1,52

10,18 9,18 11,15 1,000789 6,25 1,60

10,82 9,14 11,88 1,001023 8,20 1,22

11,13 9,69 11,77 1,001138 6,03 1,66

17,96 15,23 19,73 1,003649 8,07 1,24

18,66 16,93 21,26 1,003907 7,53 1,33

20,21 17,86 23,29 1,004476 8,70 1,15

coef. angular:

coef, linear:

- (0,34 + 0,10) x 107%
(1,9 + 0,1) x 107°
coef. correlacao: 0,83
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TABELA VII. Inverso do peso molecular aparente, calculado a partir da

equacao 36, para diversas concentracoes medias de dextra-
na T 500. t =(20,0+0,1)°cC.

T x 133 g X ;dg' ¢ go3 T
(g/cm) (g/cm”) (g/cm”) (g/cm”) ap Map
4,03 3,64 4,16 0,998524 4,38 2,28
4,05 3,67 4,20 0,998534 4,45 2,24
6,28 5,72 6,53 0,999353 4,37 2,29
6,37 5,74 6,63 0,999387 4,73 2,11
6,39 5,92 6,62 0,999395 3,71 2,70
6,46 5,74 6,73 0,999411 5,19 1,93
7,44 6,80 7,71 0,999781 4,14 2,42
11,24 10,45 11,78 1,001176 4,03 2,48
11,50 10,81 11,88 1,001272 3,18 3,14
12,14 11,66 12,72 1,001510 2,97 3,37
12,40 11,59 12,88 1,001605 3,53 2,83
12,59 11,35 13,00 1,001675 4,46 2,24
12,70 11,65 13,29 1,001717 4,40 2,27
12,97 12,00 13,66 1,001815 4,34 2,31
14,88 13,93 15,43 1,002518 3,43 2,91
15,72 15,04 16,45 1,002827 3,06 3,26
16,78 15,48 17,39 1,003216 3,88 2,58
16,98 16,02 17,45 1,003290 2,86 3,49
4

coef. angular: (0,67 + 0,37) x 10°
coef. linear: (1,9 + 0,4) x ]0'5
coef. correlacao: 0,62
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a i
Inverso do peso molecular aparente , calculado a partir

da equacdo 36, paradiversas concentracoes medias de dex

trana T 500. t = (40,0 + 0,1)°C.
€x 107 g/m g x 10% g/ml ¢ x 10° g/ml pg/ml My X 107° ~M_‘_ x 10°
Map
3,88 3,72 4,02 0,998470 3,43 2,91
3,96 3,76 4,03 0,998490 3,05 3,27
3,96 3,80 4,09 0,998500 3,36 2,97
4,07 3,85 4,19 0,998540 3,79 2,63
5,70 5,46 5,81 0,999138 2,80 3,57
5,87 5,64 6,03 0,99%203 2,99 3,35
7.47 7,21 7,61 (,999792 2,42 4,14
7,55 7,29 7,71 0,999820 2,50 4,00
7,57 7,28 7,74 0,999828 2,73 3,66
10,87 10,59 11,14 1,001043 2,27 4,40
10,88 10,69 11,13 1,001044 1,80 5,50
10,95 10,58 11,17 1,001070 2,42 4,12
11,13 10,86 11,32 1,007139 1,89 5,29
12,91 12,50 13,10 1,001792 2,10 4,76
a) Az =
coef. angular : (2,45 * 0,63) x 10'4
coef. linear : (2,0 = 0,5) x 1076
coef. correlacao: 0,89,
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FIGURA 15. Inverso do peso molecular medic aparente em funcao da
concentracao media de dextrana T500 em so“luc?_io aguosa.
(o) 5,5%. (a) 20,0%. (m) 40,0%.
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lores de A, dados na tabela IX s3o da ordem de grandeza dos va-

74,75,76

lores referidos na literatura , © serdo discutidos pos-

teriormente.

Outro pardmetro fisico-quimico que pode ser
determinado a partir destes dados & a temperatura 0. Do grafi-
co de (1/2 - ¥) em funcao do inverso da tempefatura ‘ absoluta,
conforme'equagéo 11, résulta uma temperatura ¢ de 283,4 K para

esta amostra de dextrana.

TABELA I¥X - | | .
" Temp ¢ ﬁh X 10"5 Az_x 104 X
5,5 5,3 + 0,3  -0,34 0,10 0,5015
. 20,0 5,3 1,2 0,67 £ 0,37 0,4970
40,0 5,0 + 1,2 2,48 £.0,63 0,4889
2

Unidades de Ay cm® mol g .

2.5.3.2. Tiroglobulina

Com o obhjetivo de estender o estudo a sis-
temas monodispersos, que apresentassem comportamento muito pro-
ximo ao ideal, passou-se a analisar o gradiente de concentracao

de solugodes aguosas de tiroglobulina em KNO, 0,1 M, pH = 5,8.

3
Neste meio a tircglobulina apresenta-se na forma nativa, denota

da na 1i£eratura por S-19, com um peso molec:ular?7 de 6,7 x 105.

As concentragoes iniciais das solugdes variaram de 1,3a0,7% de
proteina e a solucdo de nitrato de potissio antes de ser utili-

zada foi esterelizada por ultrafiltracido, em membrana de aceta-
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to de celulose. O tempo de cada experiéncia de osmossedimenta-~

cdo foi de 120 horas e a temperatura de 20,00C,

As amostras da solugdo de tiroglobulina e
do solvente foram retiradas da célula de diadlise e analisadas
.num espectrofotdmetro, a 280 nm, apbs serem diluldas, tomando—
se 0,2 ml da solucdo com uma pipeta volumétrica-e adicionando-
se 3 ml de solvente com uma bureta de pistdo Metrohm AG Herisau
de 10 ml. O espectro UV, de uma amostra retirada do comparti-
mento da solucio (diluido 16 vezes) e o de uma amostra retirada

do compartimento de solvente sem diluicao sdo apresentadosna fi

gura 16.

Absorbancia
o
[#4]

Qo
N

0.l

1 1 1 L i

320 300 280 260 240
x/nm

FIGURA 16. Espectro UV de uma solucdo de tiroglobulina (T), diluida
16 vezes e do solvente (S), sem diluicao e recuperado a-
pos um experimento de osmossedimentacao.
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O espectro UV da amostra do solvente mos-
tra a existéncia de um contaminante de peso molecular pequeno

gue atravessa a membrana durante a experiéncia.

Na figura 17 sao apresentados gradientes de
concentragao obtidos em dois experimentos de osmossedimentacao
de tiroglobulina. Os pontds experimentais apresentamuma boa 1i
nearidade, sendo o desvio relativo nas medidas de concentracgao
devidoe As leituras fotométricas, de 6%. Utilizou-se a equacao
barométrica (equacdo 41), para determinar o peso molecular da

proteina nas condicoes anteriormente citadas,

dlnec M (l-vp)g
- (41)
dz RT

O primeiro termo da equacido 41 foi obtido da inclinacdo da cur-
va, por regressdo linear do logaritmo da absorbancia em funcgao
da profundidade, a 20,OOC, sob gravidade, com volume especifico

3

parcial da tiroglobulina igual a 0,713 com g—l e densidade da so

lugao determinada diretamente; no densimetro. As condigoes de
pH e forg¢a idnica, foram aguelas nas quais, segundo Edelhoch77,
a proteina encontra-se numa proporgéo maior do que 95% na forma
S-19 e menor do gue 5% na forma de $-12, ou seja, uma fracao mui
to pequena com menor peso molecular. A tabela X, apresentaope
S50 molecular obtido de diversos experimentos de osmossedimenta-

¢Bo da tiroglobulina, resultando um valor médiode (7,1 % 0,5) x

10~, em concordancia com o valor apresentado na literatura.

2.5.3.3. Dextrana ICN Pharméceuticals

Com o objetivo de se estudar o comportamen

to de macrossolutos de pesos moleculares elevados, passou-se a
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_Io‘ ™
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| 5 9 13 I7 2l

Z/cm
FIGURA 17. Logaritmo da absorbancia (280 nm) em funcio da

profundidade na celula de osmossedimentacao.
Solucao aquosa de Tiroglobulina, em KNO3 O,] M,
pH 5,8 e t = 20,0°C.

() T = 3,0 x 1073 g/ml.

(0) T = 5,4 x 107> g/ml.
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TABELA X. Peso molecular da tiroglobulina calculado

a partir da equacao barometrica (equacao
41), a 20,0°%.

Conc. (g/100 m1) M x 1072
1,3 7,0
1,3 6,2
0,6 7,3
0,7 | 7,5
0,8 6,4
0,6 8,2
0,3 7.1

utilizar nos experimentos de osmossedimentagdo solucao de dex -

traﬁa de peso molecular nominal na faixa de 5 a 40 x l06. O pro
cedimento seguidq foi andlogo ao descrito anteriormente para as

amostras de dextrana T 500. As experiéncias foram feitasa.250C,
sob gravidade, durante 48 horas. O peso molecular aparente cal
culado para cada experimento a diversas concentra¢des esta lis-

tado na tabela XI. A figura 18 apresenta o inverso do peso mo-

lecular aparente em funcio da concentracao média de dextrana,

Da regressac linear dos pontos obtidos experimentalmente tem-se

o coeficiente linear (8,32 = 7,10) x 10"7 gque corresponde a um
M = (12,0 * 10,3) = 106 e o coeficiente de virial igual ak

W
(9,03 = 0,97) x 10™% cm® mol 9'2.

2.5.3.4. Dextrana D 5376

Qutra amostra estudada foi uma dextrana for
necida pela Sigma, de peso molecular igual a 2 x 106, segundoc ©

fabricante. Esta amostra foi estudada em solucao aquosa, sob
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FIGURA 18.
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Inverso do peso molecular aparente em funcao da concentracao
média para amostra de dextrana de peso molecular nominal de
5a 40 x 106, (25,0 ¢ 0,1)°C. Ccada ponto corresponde a um ex
perimento individual.



59

TABELA XI. Inverso do peso molecular médiq aparente, calculado a partir
da equacao 36, para diversas concentracoes medias de dextra-
na (M=5a40x 10%). t= (25,02 0,1)°.

Tx 100 o x ;03 ¢, §o3 5 e R H

(g/cm’) (g/cm”) (g/em”) (g/cm) ap Map
3,11 " 4,35 1,72 0,998187 2,90 3,44
3,42 4,34 2,12 0,998303 2,23 4,49
3,70 ) 5,10 2,29 0,998405 2,61 3,83
8,41 9,65 6,78 1,000138 1,18 8,49
8,84 10,00 7,11 1,000294 1,13 8,83
9,06 10,42 7,39 1.000377 1,15 8,67
9,07 10,33 7,45 1,000379 1,10 9,13
9,17 10,59 7,40 1,000415 1,20 8,32

coef. angular: (9,03 = 0,97) x 10“4

coef. linear: (8,32 + 7,10) x 10"7

coef. correlacao: 0,99

gravidade, de maneira analoga as anteriores. Os valores do pe-
so molecular aparente para diversas concentracdes a lO,OOC,
lG,OoC e 25,0°C sao apresentados nas tabelas XII, XIII, XIV res-
pectivamente. A figura 19 mostrg o inverso do peso molecular
aparente em fun¢ao da concentracao média na temperatura de 10,0°C,
Os valores obtidos do coeficiente linear, nas trés temperaturas,
através de regressao linear dos pares ordenados, Ei” vs concen-—
tracdo, sido coincidentes (figura 20) e estado 1istaggs na tabela
XV jﬁntamente com os coeficientes de virial,parémetrode Flory-

Huggins e o peso molecular médio em peso, calculado & concentra

gac zero,

Para esta amostra de dextrana, a temperatu

ra 6 estimada a partir da equacao 11 foi de 280,5 K.



TABELA XII.

60

Inverso do peso molecular aparente, calculado a partir da

equacao 36, para diversas concentracoes medias de dextra-
na D 5376 (lote n® 38C-0123), sob gravidade.

t = (10,0 = 0,1)°C.

T x 123 cg X ;03 ¢ X ;03 P om_xw0S o
(g/cm”) (g/cm”) {g/cm”) (g/em”) ap Map
2,98 2,58 3,24 0,998140 7,24 1,38
3,29 2,84 3,54 0,998252 6,95 1,44
3,32 2,84 3,50 0,998265 6,47 1,55
3,40 2,92 3,61 0,998292 6,63 1,51
4,33 3,62 4,58 0,998636 7,21 1,39
4,89 4,34 5,28 0,998841 6,31 1,59
5,34 4,71 5,81 0,999006 6,73 1,49
5,47 4,68 5,86 0,999054 7,06 1,42
5,89 5,18 6,28 0,999208 6,15 1,63
6,04 5,23 6,34 0,999264 6,02 1,66
7,89 6,98 8,59 0,999944 6,68 1,50
8,02 6,96 8,56 0,999993 6,53 1,53
8,45 7,22 8,94 1,000142 6,65 1,50
12,68 11,32 13,36 1,001708 5,28 1,89
13,07 1,21 13,77 1,001850 6,42 1,56

coef. angular:
coef. linear:

(0,24 + 0,16) x 107°
(1,4 + 0,1) x 107°
coef. correlacao: 0,60
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30+

x 106

I 1 | H i 1

2 6 10
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Cxi0 g/cm

FIGURA 19. Inverso do peso molecular aparente em funcao da concentragao
para amostra de dextrana D 5376, 10°C. cada ponto correspon
de a um experimento individual.
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Inverso do peso molecular aparente, calculado a partir da

equacido 36, para diversas concentracoes medias de dextra-
na D 5376 (lote n® 38C-0123), sob gravidade.
t = (16,0 + 0,1)°C.

€ x 123 ¢ X ;03 ¢ ;03 P m_ xS ao

(g/cm”) (g/cm”) (g/cm”) (g/cm”) ap Fiap
2,38 2,06 2,53 6,997919 6,66 1,50
2,45 2,15 2,59 0,997943 6,07 1,65
3,29 2,84 3,53 © . 0,998254 6,97 1,43
3,39 2,99 3,60 0,998289 6,06 1,65
4,77 4,18 5,04 0,998799 5,98 1,67
4,94 4,34 5,22 0,998862 5,95 1,68
8,20 7,16 8,72 1,000060 6,33 1,58
8,39 7,48 8,93 1,000128 5,78 1,73
8,74 7,71 9,17 1,000256 5,57 1,80
9,52 8,58 10,01 1,000545 5,05 1,98
12,24 1,14 12,83 1,001548 4,63 2,16
12,25 1,12 12,78 1,001551 4,54 2,20
12,35 11,09 12,85 1,001585 4,78 2,09
12,42 11,24 12,89 1,001610 4,45 2,24

‘coef. angular:
coef. linear:

(0,62 + 0,15) x 107%
(1,3 £ 0,1) x 10
coef. correlacaoc: 0,90

-6
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TABELA XIV. Inverso do peso molecular aparente, calculado a partir da
equacdo 36, para diversas concentracdes medias de dextra-
na D 5376 {lote n9 38C-0123), sob gravidade.

t = (25.0 + 0.1)°C.

3 3

< x 1g3 cg x 107 ¢y x 10 v T T

(g/cm”) (g/cm”) (g/cm”) (g/cm”) ap Flap
2,07 1,86 2,18 0,997803 5,30 1,88
2,10 1,87 2,22 0,997814 5,72 1,75
2,14 1,86 2,26 0,997695 6,42 1,56
4,16 3,65 4,34 0,998574 5,70 1,75
4,28 3,88 4,49 0,998616 4,90 2,08
4,35 3,91 4,57 0,998643 5,22 1,01
6,90 6,29 7,25 0,999582 4,79 2,09
7,10 6,56 7,41 0,999655 4,13 2,42
7,44 6,81 7,75 0,999781 4,35 2,30
7,79 7,13 8,12 0,999907 4,41 2,27
7,87 7,19 8,15 - 0,999940 4,21 2,37
8,18 7,45 8,44 1,000049 4,18 2,39
8,21 7,57 8,49 1,000063 3,86 2,59
8,57 7,94 8,96 1,000197 4,11 2,44
9,37 8,84 9,79 1,000497 3,50 2,86
9,38 8,71 9,72 1,000494 3,72 2,69

9,56 8,93 9,87 1,000561 3,37 2,96

coef. angular: (1,39 + 0,26) x 10'4

coef. linear: (1.4 + 0,2) x 10°°
. coef. correlacao: 0,93
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Inverso do peso molecular aparente em funcao da concentracao
para amostra de Dextrana D 5376. As retas correspondentes a
cada temperatura foram obtidas por regressao linear dos pon-

tos experimentais.
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TABELA XV
Temp./°%c  —— x 10° mox10° A, x 10 y
Map W
10,0 1,38 £ 0,11 7,2+0,5 0,24 +0,16  0,4989
16,0 1,34 £ 0,12 7,5+0,6 0,62 +0,15  0,4972
25,0 1,35:0,17  7,4+0,9 1,80 £ 0,26  0,4937

Unidades de A,, cm3 mol 9"2.

0 peso molecular obtido para esta amostra
de dextrana foi nitidamente diferente do valor nominal. Este fa
to levou a determinacao do peso molecular por outro método abso
luto, ou seja, através da determinacao dos coeficientes de difu
s30 e sedimentacdo em ultracentrifuga, cujos resultados serao a-

presentados na proxima secgdo.

Além disso, repetiram-se os experimentos de
osmossedimentacdo para amostra de dextrana do mesmo fabricante
e idéntica especificagéo, mas de outro lote (Sigma, lote n?® 58C-
0296). As experiéncias foram feitas a 7,100, obtendo-se um Mw
igual a (1,9 £ 0,4) x 106 e o coeficiente de virial de (0,12 =
0,01) x 10™% enm® mol gnz (Tabela XVI e figura 21). Com esta a-
mostra o peso molecular foi também obtido através da técnica de
espalhamento de luz (determinacidc encomendada & firma Polysci-
ences Inc., Warrington, Pennsylvania,'Estados Unidos) e por cro
matografia de permeacao em gel no Centre de Recherches sur les
Macromolécules végétales por cortesia de R. Rinaudo. Os valo-

6 6

res obtidos foram de ﬁw = 1,80 x 10° e 2,43 x 10 (M = 4,14 x

105) para o primeiro e seqgundo método, respectivamente.
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] 1 1 ! | ;

4 _ 8 12

Cx10° g/cm3

FIGURA 21. Inverso do peso molecular aparente em funcao da concentracao
para amostra de dextrana, 7,]06. Cada ponto corresponde a um
experimento de osmossedimentacac individual.
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Inverso do peso molecular aparente, calculado a partir da

equacao 36, para diversas concentragoes de dextrana D5370
(Tote n0 58C-0296), sob gravidade, t = (7,1 + 0,1)°C.

coef. angular:

coef. Tinear:

(0,12 £ 0,01) x 107

(5,3 +1,1) x 10

coef. correlagao: 0,96

-7

4

€ x 123 g X ;03 ¢y X 1303 5 Hox 108 doxio
(g/em®)  (g/cm”) (g/cm”) (g/cm®) P Map
3,56 2,92 3,85 0,998354 1,05 0,95
3,60 2,97 3,86 0,998367 0,99 1,01
3,66 3,08 3,92 0,998389 0,93 1,08
4,57 3,83 4,89 0,998723 0,94 1,06
4,61 3,82 4,88 0,998738 0,93 1,07
4,68 3,79 5,08 0,998765 1,11 0,90
4,80 3,91 5,11 -° . 0,998809 1,01 0,99
4,80 4,16 5,16 0,998810 0,54 1,19
6,33 5,55 6,69 0,999370 0,79 1,36
6,37 5,65 6,69 0,999386 0,66 1,52
6,94 6,07 7,27 0,999597 0,70 1,43
7,04 6,24 7,38 0,999634 0,66 1,52
8,37 7,42 8,76 1,000122 0,65 1,54
8,48 7,57 8,87 1,000163 0,62 1,61
9,44 8,44 9,96 1,000514 0,65 1,53
9,77 8,75 10,26 1,000638 0,63 1,60
11,98 10,99 12,48 1,001449 0,50 1,99
12,13 11,21 12,70 1,001506 0,50 2,00
12,18 11,25 12,61 1,001523 0,45 2,20
12,18 11,21 12,69 1,001523 0,50 2,02
Az = 16 cm



2.6. Medidas Viscosimétricas

Viséosidades foram determinadas utilizando-se um viscosime
tro de Ubbelohde e seguindo-se o procedimeﬂto indicado na lite-
ratura64’78. 0 viscosimetro foi colocado em posicao  vertical
num banho termostatizade a ZO,OOC, sendo as diluigoes feitas no
proprio viscosimetro. Antes de cada medida do tempo de escoa-
mento, esperavam-se 20 minutos para assegurar a uniformidade de

temperatura da amostra. As concentragoes das solugdes foram de

terminadas por medidas diretas da densidade.

. . . - .. 410
A viscosidade intrinseca e definida como,

[n}] = lim in —Ee2 (42)

onde t & o tempo de escoamento, p € a densidade e os Indices s
e o correspondem a solucdo e solvente respectivamente. Os resul

tados do tempo de escoamento das diversas amostras de dextrana

tSXQS

t sp
o "o
em funcao da concentrac¢do de dextrana (figura 22}, determinou-

)

analisadas encontram—-se na tabela XVII. Dogréfiéode%;ln {

se ag viscosidades intrinsecas por extrapolacao das retas obti-

das por regressao linear.

Utilizando~se os valores dos parametros a e k segundc Gra-
nath5 obteve~se ﬁ& para as trés amostras de dextrana de difereg
tes fabricantes. Valores de ﬁ§ também foram obtidos por extra-
polacao da curva experimental de log [n]l vs log M, fornecidas

75 e pela Pharmacia Fine Chemicals79. Os valo-

por Senti et al
res de viscosidade intrinseca e de ﬁv estio listados na tabela

XVITI,
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TABELA XVII, Valores de tempo de escoamento, das solucoes aquosas
de dextranas, para determinacao da viscosidade intrin

seca a 20,006.

D c % '103 a n pst
Dextrana 3 3 t, (s) ts (s) top
(g/cm”) (g/cm”™) 3, \b
. (cm™/g)
T500 1,002610 12,00 41,6 73,8 48,11
1,001986 10,31 68,1 48,19
1,001376 8,65 63,6 49,47
1,000999 7,62 60,2 48,88
1,000485 6,22 57,1 51,30
ICN Pharm. 1,001412 8,73 41.8 152,72 148,46
1,000200 5,43 80,5 121,04
0,999978 4,83 74,0 118,66
0,999388 3,23 61,0 117,56
0,999162 2,61 55,8 111,01
0,998958 . 2,06 52.0 106,62
D5376 1,001353 8,56 41,8 75,9 70,02
(lote 38C-0123) 1,000718 6,84 65,0 64,93
1,000402 5,98 61,2 64,11
1,000055 5,04 57,3 62,99
0,999802 4,35 54,6 61,81
0,999439 3,36 51.4 62,54
0,999250 2,85 49,7 58,44
3 Media de trés determinacoes
b 3
0,200 = 0998202 g/cn”.
o
PTEE o B ‘
o cinihh
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2 4 6 8 (0] 2
Cxl63g/ml

FIGURA 22. Grafico para determinacao da viscosidade intrinseca
de dextrana em solucdao aquosa.
(e) dextrana T 500 - Pharmacia.
(A) dextrana D 5376 - Sigma
(o) dextrana 5-40 x 10° - ICN Pharm.
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TABELA XVIII

Dextrana [n] ml/g : ﬁp x 107°
T 500 53,6 3,8 5,4 5,4¢
D 5376 (lote 38C-0123) 54 .8 4.0 6,0 6,2
ICN 94,6 129 140,0
a ref, b5
b ref. 75
¢ ref. 79

2.7. Titulacao Turbidimétrica

s

Considerando-se a grande discrepéncia'entre o valor nomi-
nal de ﬁw de uma das amostras de.dextrana Sigma {lote 38C-0123)
e o obtido por nds, passou-se a analisar o efeito de Alcool so-
bre a solubilidade desta amostra através de titulacao turbidimé
trica. A titulacao foi feita a 250C, pesando-se 0,040 g de dex
" trana e 9,941 g de agua bidestilada e adicionando-se etanol PA
até o aparecimento de turbidez, verificado visualmente. O volu
me de alcool adicionado foi de 5,9 ml (média de trés titulacgoes),
que corresponde a uma concentrac¢ao de alcool de 37,1% em peso.

Levando este valoi a curva apresentada por BasedoweaEberth, de

Ew versus % etanol, obtem-se ﬁﬁ igual a 1 x 10°,

Para efeito de controle o mesmo procedimento foi repetido

para amostra de dextrana de peso molecular 40 000, de uma solu-

cdo 0,04 g/10 ml. O volume de alcool necessadrio para o apareci

mento de turbidez foi de 7,85 ml (média de trés titulacdes), cor

respondendo a 44% de etancl e a um valor de ﬁw de 2 x 104.
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2.8. Ultracentrifugacao

2.8.1. Metodologia

Com o objetivo de se comparar os resultados de peso
- molecular de dextrana em solu¢ao agquosa, obtidos por osmossedi-
mentacdo com outro método, também absoluto, passou-se a utili-
zar o método de determinacio do peso molecular de macromolécu-
las em solucao a paftir do coeficiente de sedimentacao e difu-

sao medidos em ultracentrifuga.

Utilizou-se uma centrifuga analitica MOM - tipo 3170

de rotor de aluminio que permite um nimero maximo de revolucgoes
de 60000 por minuto. Para a determinacao do coeficiente de se-
dimentacao usaram-se células mono-setoriais com peca central de
poliamida, janelas de quartzo e dngulo de setor de 40, girando
a 50000 rpm e 40000 rpm.‘ Célula bi-setorial, de tipo capilar
(frontéira sintética, demais condigdes idénticas a anterior) foi
empregada para determinagao do coeficiente de difusio, & rota-
¢ado de 4000 rpm. Através do sistema Otico Schlieren, registra-
ram-se fotos as quais permitem determinar a distancia do centro
do rotor & fronteira de soluto na solugido em funcao do tempo du
rante um determinado experimento. Foram feitos dois tipos de ex
perimentos para determinacdao do coeficiente de sedimentacao. Em
algumas experiéncias foi utilizada uma Gnica célula, com volume
total de 0,7 ml (e um contra peso). Num segundo tipo de expe-
riéncias foram utilizadas simultaneamente duas células mono-se-
toriais com volumes diferentes de solugdao. O contra peso permi
te visualizar como referéncia duas faixas separadas entre si por
uma distancia real ae 1,6 cm (manchas brancas nas extremidades
da figura 23). A dist3ncia r do centro do rotor a fronteira da

solucdo foi determinada ampliando-se a imagem fotografica obti-
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da a partir do sistema Schlieren e medindo-se com um paquimetro
a distdncia entre a la. referéncia (faixa branca a esquerda na
figura 23) e o maximo do pico no nivel da linha base. 0 valor
real foi obtido, comparando-se com a distancia entre as faixas
" de referéncia, na mesma ampliacao. Finalmente, somando-se 5,7
cm (valor correspondente a distancia entre o centro do rotor e
a la. referéncia), tem-se o valor real de r, para diversos tem-
pos em cada experiéncia. Para os experimentos em que se utili-
zou duas células, tem—-se apenas uma faixa de referéncia com lar

gura de 2 mm, Neste caso mediu-se a distd@ncia do pico a refe-

réncia, calculando-se o valor real de r e subtraindo-se de 7,2

cm.

As concentracgoes das solug¢des foram determinadas por
pesagem direta do macrossoluto e do solvente e as experiéncias

feitas na temperatura de ZO,OOC.

2.8.2. Determinacao do Coeficiente de Sedimentacgao

da Albumina Bovina.

Com o objetivo de se anaiisar a confiabilidade dos
resultados obtidos na ultracentrifuga, determinou-se o coeficien
te de sedimentacdo da albumina nas mesmas condigoes apresenta-
das por G. Kegeles e F. Guttergl, em pH igual a 4,4 em 0,02Ma-
cetato de sddio e 0,03 M acido acético. Preparou-se uma solu -
¢ao de concentracao conhecida (0,85 g/l00 ml), pesando-se 0,0415

g de albumina, dissolvidas em 4,857 g de solvente. Os experi-

mentos foram feitos a 40000 e 50000 rpm; a 20,00C, usando-se in
tervalos de 15, 20 ou 30 minutos, entre tomadas de fotos da Cém
lula, através do sistema Schlieren. Os dados obtidos para a al

bumina estdo listados na tabela XIX, Na figura 23 & apresentada
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TABELA XIX. Coeficiente de sedimentacdo da albumina, determinado
a partir do logaritmo da distancia da fronteira sol-
vente-solucio em funcdo do tempo, 20,0°C.

Rotacao W x 1077 Tnr t (s) Qﬁé%_ﬁ x 10° s x 1013 (s)
50000 2,7416 1,804 0

1,815 900

1,827 1800

1,836 2700

1.846 3600

1,857 4500

1,867 5400

1,877 6300 1,15 + 0,03 4,19 + 0,11
40000 1,7546 1,826 0

1,835 1200

1,844 2400

1,852 3600

1,861 4800

1,870 6000

1,879 7200 0,73

I+

0,01 4,17 = 0,06




FIGURA 23. Sedimentacdo de albumina a 50000 rpm, 20°C. S50 mostradas foto-

ao.

do das celulas de ultracentrifugag

grafias Schlieren do conteu

c=8,3x10"° g/ml.

75



uma sequéncia das fotos registradas para um experimento de de-
terminacic do coeficiente de sedimentacao a 50000 rpm, a 20,0°C
e 0,85 g/100 ml de albumina. O grdfico do logaritmo da distan-
cia entre a fronteira solucdo-solvente, que corresponde ao maxi
mo do pico Schlieren, e o centro do rotor em funcao do tempo, pa
ra uma solucio de albumina bovina & apresentado na figura 24.
Os valores obtidos de s sdo coincidentes, dentro da faixa de er-

ro experimental, com o da literaturaal que & de 4,11 x S.

2.8.3. Determinacio do Coeficiente de Sedimentacao

da Dextrana.

0 procedimento p&ravdeterminar o coeficiente de se-
dimentacao de dextrana (Sigma - lote 38C-0123) em diversas con-
centracgoes foi anidlogo ao descrito na secgao anterior. Os expe
rimentos foram faitos a 50000 rpm e Zé,OOC, e os resultados es-
tao listados na tabela XX. 0 grafico do inverso do coeficien-
te de sedimentacdo em funcgdo da concentracao (figura 25), forne
ce o valor de S, igual a (7,55 * 1,05) S, obtido por regressio
linear. Este valor serd 0Gtil para o calculo do peso molecular

da macromolécula em estudo.

2,.8.4. Determinacéo do Coeficiente de Difusao da Dextrana

Para se determinar o coeficiente de difusido de dex-
trana em solucdo aquosa, utilizou-se uma célula bi-setorial, a
4000 rpm na temperatura de 20,0°C. Registrando-se fotografica-
mente a imagem obtida através do sistema éptico Schlieren, em
fungdo do tempo para um determinado experimento (figura 26), ob

servou-se, como era de se esperar, que ndo houve deslocamento do



TABELA XX,

17

Coeficiente de sedimentacao de uma amostra de dextrana,

determinado a partir do logaritmo da distincia da fron-
teira solvente-solucao em fun¢do do tempo, ZO,OOC.

¢cx 10 g/m Inr t (s) ﬁ%&}£x‘105 s x 1013 (s) Lo 7
7,5 1,862 0
1,872 900
1,883 1800
1,895 2700
1,905 3600 1,21 + 0,05 4,42 + 0,18 0,226
7,5 1,835 0
1,845 900
1,856 1800
1,868 2700
1,878 3600 1,21 « 0,06 4,42 + 0,14 0,226
12,0 1,828 0
1,837 900
1,846 1800
1,855 2700
1,865 3600
1,875 4500
1,884 5400 1,04 £ 0,03 3,81 + 0,11 0,262
12,0 1,801 0
1,811 900
1,820 1800
1,829 2700
1,840 3600
1,848 4500
1,858 5400 1,05 = 0,03 3,83 + 0,11 0,261
16,0 1,810 0
1,819 900
1,827 1800
1,836 2700
1,843 3600
1,850 4500
1,859 5400 0,89 + 0,04 3,26 + 0,15 0,307




Continuacao da Tabela XX.
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16,0

20,0

20,0

1,827
1,835

1,843

1,851
1,859
1,866
1,874

1,829
1,836
1,843
1,849

1,855
1,862
1,870

1,811
1,818
1,824
1,830
1,837
1,845
1,851

0

900

1800
2700
3600
4500
5400

0
500
1800
2700
3600
4500
5400

0
900

1800

2700
3600
4500
5400

0,87 + 0,02
0,74 = 0,03
0,74 + 0,03

3,17 = 0,07

2,71

2,71

4+

0,1

0,11

0,315

0,369

0,369
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,870

1860

1,840

inr

1820

1800

30 - 60 90 120
t/min

FIGURA 24, Grafico do logaritmo da distancia entre a fronteira
solugac-solvente (maximo do pico Schiieren) e o cen
tro do rotor em funcao do tempo, para uma solu¢ao a-
quosa de albumina (c = 8,3 x 107> g/ml, t = 20,0°C,
50000 rpm).



80

x10!3

L
3

O,l I 1 i i t
S ‘ 15 26

Cx10%g/mi

FIGURA 25. Grafico do inverso do coeficiente de sedimentacao
em funcdo da concentracao para uma amostra de dex
trana D 5376 (lote 38C-0123), 20,0°C.
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pico mas a altura diminuiu. Entretanto, mesmo a baixa velocida
de do rotor ocorreu a sedimentacao de uma fracao da amostra em

estudo. A altura da curva em forma de sino & dada por:

ac c .
—2 = o - (43)

1/2
ex xo=0 2(m.D.t)

onde x &€ o nivel da fronteira, c, & a concentracdo inicial e D
€ o coeficiente de difusao. Sendo a area sob a curva proporcio
nal a concentracao inicial, a equacao 43 pode ser reescrita co-

mo;

(

=k

) = 47 .D.t (44)

A area da curva foi determinada por leitura direta de uma
imagem ampliada da chapa fotografica, utilizando-se um planime-
tro e 0 valor da altura foi obtido com paguimetro. Os valores
reais dessas grandezas foram avaliados utilizando-se o valor cgo
nhecido da distancia entre as faixas de referéncia mostradas na
mesma ampliacdo. O grafico dé quadrado da razao area/altura em
funcao do tempo permite obter do coeficiente angular da curva o
valor de D para uma determinada concentracao de dextrana. Osva

lores de D para os diversos experimentos foram calculados por re

gressao linear, e encontram-se listados na tabela XXI,

O grafico de coeficiente de difusdo em funcdo da concentra
¢ao & apresentado na figura 27. A reta foi tracgada usando-se

coeficientes determinados por regressio linear, resultando em um

valor de D, igual a (1,81 * 0,46) x 10“7 cmz/s.

Conhecendo-se os valores dos coeficientes de difusao e se-
dimentag¢do para dextrana em estudo, a partir da equacio 26, tem-

se um peso molecular médio em massa para esta amostra de dextra



82

TABELA XXI. Coeficiente de difusao de uma amostra de dextrana
a diversas concentracoes.

¢ x 10° (g/m1) (A/m)% x 10% (en?) t (s) D x 107 (cn/s)

3,0 2,13 0
3,84 900
5,84 1800
7,67 | 2700
9,27 3600

15,52 5400 1,92 + 0,38
5,0 3,85 0
7,84 1800
1,22 3600
15,39 5400
18,19 7200

21,56 9000 1,56 + 0,11
‘ 7,5 4,84 0
7,02 1800
y 9,67 3600
| 12,73 5400
15,04 7200
17,38 9000

20,81 - 10800 1,17 + 0,07
16,0 25,02 0
26,36 1800
28,54 3600
31,13 5400

34,26 7200 1,03 + 0,28
20,0 37,08 0
39,24 1800

i+

41,59 3600 1,00 + 0,31
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FIGURA 27. Coeficiente de difusdo de uma amostra de dextrana em funcao
da concentracdo. A reta foi tracada por regressao linear.
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na de 2,8 x 105.

2.9. Fracionamento de Dextrana por Osmossedimentacao

0 fracionamento de dextrana em solucao aquosa foi estudado
em célula de osmossedimentacdao de um metro de altura, com um vo
lume de 1,2 £ em cada um dos ladosez. Foi utilizada dextrana de

6

peso molecular nominal igual a 2 x 10 (Sigma, lote n? 58C-0296)

0 experimento foi feito a temperatura ambiente, durante 62 ho-

ras, com uma solugao de concentracgao inicial de 1%. Para se e—.

vitar o crescimento de fungos, tanto a solucao de dextrana como

o solvente continham timerosal a 100 ppm. Retiraram-seoito fra
¢oes da solucdo e © solvente para se determinar, respectivamen-
te, a concentracdo de cada fracdo em funcao da profundidade e a
quantidade de macrossoluto que atravessou a membrana semiperme-
avel do compartimento da solucdo para o compartimento do solven
te puro. As fracOes sao representadas por numeros, que decres-—
cem com a profundidade, sendo gue 8 corresponde ao topo da célu
la, Na tabela XXII, estdo relacionadas a concentracac e a mas
sa de dextrana de cada fragdo (ja corrigidos com relacac ao ti-
merosal presente} e do compartimento do solvente. Arejeigao da

membrana semipermeavel para a dextrana foi de 99,3%.

Os pesos moleculares das oito fragdes e da solucdo estoque
de dextrana foram determinados por osﬁossedimentagéo, em célu-
las ae 16 ¢m de altura, sob gravidade, na temperatura de 25,OOC
A metodologia empregada para a obtencao do peso molecular foi a
mesma descrita anteriormente. O0s valcores do peso molecular apa

rente a diversas concentracdes e do correspondente a concentra-

¢do nula estdo listados na tabela XXIIT para as diversas fragdes.

Na figura 28 e 29 sio ilustrados os graficos do inverso do peso
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TABELA XXII. Massa de dextrana contida nas diversas fracoes, resultante
do experimento de osmossedimenta¢ac, sob gravidade, duran-
te 62 horas, a temperatura ambiente.

. (g9)

Fragao 0 (g/cm3) e x10° (g/cm3) v (ml)} m (g) L m.
i
8 1,000059 8,10 134 1,09 —
7 1,000409 9,05 145 1,31 2,40
6 1,000624 9,64 156 1,50 3,90
5 1.,000727 9,91 147 1,46 5,36
4 1,000780 10,06 130 1,31 6,67
3 1,000839 ]0;22 136 1,39 8,06
2 1,000918 10,43 144 1,50 8,56
1 1,000970 10,57 135 1,43 10,99 |
solvente 0,997105 0,07 1110 0,08 11,07 1

estoque 1,000688 9,91 1120 11,10 —
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L [l 1 I 1 ] L /] 1 1 H |

2 6 10 2 6 i0
= 3 - 3
Cx10 g/c:r% Txi0° g/ cnr

FIGURA 28. Inverso do peso molecular aparente de dextrana em funcao
da concentracao, 25,0°C, das fracdes (a) 8, (b) 7, (c) 6
e (d) 5 da ceélula de osmossedimentacao de 1 metro de al-

tura.
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e) f)

g h)

] 1 H i 1 1 ] 1 I 1 i I
2 6 10 2 133 10
Cx10 g/cm - CxI0 g/cm®

FIGURA 29. Inverso do peso molecular aparente de dextrana em funcao

da concentracio, 25,0°C, das fracoes {e) 4, (f) 3, (g) 2
e (h) 1 da célula de osmossedimentacao de 1 metro de al-
tura.
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TABELA XXIII. Inverso do pelo molecular aparente, calculado a partir da equa

¢ao 36, em células de 16 cm, para varias concentragdes médias
de dextrana das diversas fragoes resultantes do fracionamento
sob gravidade. '
Fracy Tx10° ¢ x 100 ¢ x 10° ) -5 1 6 50.1n-
racao 3 5" 3 175 3 Mx 10 =x 107 M-x10
(g/cm”)  (g/em™)  (g/em”)  (g/cem”) M W
1 3,40 3,15 4,02 0,998330 11,0 0,91
3,68 3,24 4,14 0,998436 10,5 0,95
5,63 5,26 6,33 0,999152 8,19 1,22
5,78 5,34 6,40 0,999206 7,90 1,26
9,33 8,77 10,06 1,000513 5,97 1,67
9,43 8,71 10,15 1,000549 6,59 1,52
9,64 9,09 10,24 1,000626 5,15 1,94 2,1
2 4,65 4,35 5,07 0,998790 6,60 1,52
4,72 4,27 5,05 0,998780 7,11 1,41
4,71 4,47 5,10 0,998812 6,25 1,60
6,00 5,56 6,44 0,999286 6,33 1,58
6,12 5,76 6,55 0,999331 5,59 1,79
6,14 5,81 6,54 0,999340 5,12 1,95
9,52 9,09 16,00 1,000582 4,13 2,42
9,58 9,15 10,08 1,000602 4,19 2,39
9,73 9,27 10,09 1,000628 3,67 2,75 1,8
3 4,32 4,01 4,75 0,998667 7,38 1,35
4,49 4,19 4,93 0,998732 7,09 1,40
5,76 5,45 6,20 0,999200 5,56 1,80
5,88 5,59 6,29 0,999243 5,11 1,96
9,27 8,85 9,78 1,000493 4,33 2,31
8,28 8,90 9,74 1,000494 3,90 2,56 1,8
4 4,70 4,35 5,15 0,998809 7,21 1,39
4,80 4,48 5,24 0,998846 6,82 1,47
6,33 5,97 6,89 0,999407 6,27 1,59
- 6,47 6,07 6,95 0,999459 5,87 1,70
6,51 6,15 6,98 0,999476 5,44 1,84
9,10 8,69 9,63 1,000426 4,46 2,24
9,11 8,62 9,66 1,000430 4,93 2,03
9,14 8,66 9,65 1,000441 4,68 2,14 1,5




Continuacaoc da Tabela XXIII,

50

5

‘estoque

2,69
3,7
5,00
5,13
5,28
8,15
8,24
9,13

3,94
3,97
4,59
4,69
4,82
8,69
8,72
8,72

4,10
4,12
4,22
4,97
5,05
7,01
8,41
8,49

3,39
4,41
5,08
5,47
5,47
5,49

3,62
3,62
3,87
3,89
4,90
5,07

2,54
3,53
4,74
4,86
5,03
7,78
7,89
8,77

3,70
3,71
4,26
4,38
4,55
8,22
8,23
8,23

3,87
3,88
4,01
4,7
4,83
6,75
8,00
8,09

3,12
3,96
4,67
5,05
5,12
5,11

3,42

3,36
3,64
3,65
4,66
4,77

2,96
4,03
5,39
5,51
5,63
8,57
8,69
9,61

4,25
4,35
5,00
5,10
5,22
9,24
9,29
9,29

4,45
4,48
4,56
5,32
5,41
7,41
8,89
8,96

3,62
5,04
5,37
5,83
5,89
5,83

3,95
3,94
4,21
4,26
5,28
5,50

0,998068
0,998443
0,998919
0,998966
0,999020
1,000078
1,000114
1,000440

0,998528
0,998540
0,998769
0,998807
0,998853
1,000275

1,000288
1,000288

0,998589
0,998597
0,998633
0,998907
0,998938
0,999659
1,000173
1,000204

0,998230
0,998677
0,998925
0,999055
0,999091
0,999062

0,995412
0,998412
0,998503
0,998513
0,998882
0,998%44

6,70
5,79
5,60
5,45
4,89
4,18
4,19
3,94

6,06
6,97
6,90
6,59
5,95
5,07
5,24
5,24

6,08
6,26
5,61
5,32
4,89
4,06
4,57
4,47

6,30
5,63
5,94
6,15
6,00
5,65

6,33
6,88
6,37
6,78
5,50
6,25

1,49
1,72
1,79
1,84
2,04
2,39
2,39
2,54

1,65
1,44
1,45
1,52
1,68
1,97
1,91
1,91

1,64
1,60
1,78
1,88
2,05
2,46
2,19
2,24

1,58
1,78
1,68
1,63
1,67
1,77

1,58
1,45
1,57
1,47
1,82
1,60

0,93

0,86

0,84

0,66
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Continuacao da Tabela XXIII

7,90 7,54 8,32 0,999985 4,27 2,34
9,32 8,91 9,79 1,000508 4,08 2,45

9,61 9,30 10,04 1,000614 3,31 3,02 1,50

molecular em funcdo da concentracdo para as diversas fractces e
solucdo estoque respectivamente e a figura 31 da solugao esto-

que.

Na figura 30 & apresentado o histograma da variacao do pe-

so molecular para esta amostra de dextrana estudada.

2.10. Osmocentrifugacao

2.10.]1. Metodologia

Denomina-se osmocentrifugacao a_osmossedimentagéo
a baixo campo inercial. Experimentos de osmocentrifugacao fo-
ram realizados com o objetivo de investigar a eficiéncia do mé-

todo na concentracdo de dextrana em solugao aguosa.

Utilizou-se nos experimentos de osmocentrifugacao
células de 12 cm de altura com oito compartimentos interligados
(figura 32) em.centrifuga refrigerada RC-3B, a 20,OOC. No pon-
t0 méd%o da célula de osmocentrifugacdo, tem-se uma aceleracao
inercial correspondendo a 900 x g, para a velocidade do rotor de

2000 rpm.

As membranas assimétricas de acetato de celulose

que o método requer foram preparadas conforme apresentado na sec
cio 2.8.1. As concentracdes foram determinadas por leitura di-
reta da densidade da solugdo contida em cada compartimento da cé

1lula.

-
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FIGURA 30. Histograma do peso molecular em massa
da amostra de dextrana.
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FIGURA 31. Inverso do peso molecular aparente da solugao estoque
de dextrana, utilizada no fracionamento, em fungao da
concentragao, a 25,0°C,
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0 estudo foi estendido ao efeito da concentracgao
de dextrana (ﬁw = 5 x 105) em presenca de dextrana azul (ﬁw =
2 x 106). A andlise destes resultados permite avaliar se a se-
dimentaciao de macromoléculas & modificada quando se encontram
presentes na solucao macromoléculas de menor peso nolecular e em
maior concentragao, ou seja, se hd arraste das macromoléculas
maiores pela sedimentagdo das menores. Estes experimentos fo-
ram feitoé a 3000 rpm, 20,0°C, utilizando-se a célula esquema
tizada na figura 33. As amostras da solucao a diversas altu-

ras foram retiradas com seringa e o efeito da concentracgao de

dextrana azul foi acompanhado espectrofotometricamente a 620 nm.

2.10.2. Osmocentrifugagao de Dextrana

Os experimentos de osmocentrifugacao de dextrana
(lote 38C-0123) foram feitos em duas faixas de concentracioeem
tempo de centrifugacdo de 2, 4 e 18 horas. As experiéncias fo-
ram realizadas a 20,OOC e a velocidade do rotor de 2000 rpm. Na
tabela XXIV tem-se a fracao de massa acumulada a partir do fun-
do da célula de dialise (a distdncia entre cada ponto médio en-
tre os compartimentos da célula é de 1 cm) para solugdo de.dexn
" trana numa dada concentracio e no tempo de centrifugacgao corres
pondente. No controle, a membrana semipermeavel foi substitui-
da por um filme de polietileno, atribuindo-se o efeito de con-
centracio da macromolécula somente ao.campo inercial aplicado.
Nas figuras 34a e 34b sdo apresentados os graficos da fragdo de
massa acumulada a partir do fundo em funciao da altura. Conmpa-
rando-se as curvas obtidas por osmocentrifugag¢do com o controle,

notou-se a maior eficiéncia do sistema osmoticamente acoplado.

e
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FIGURA 32. Esquema de uma célula de osmocentrifugacao utilizada
no estudo de concentracao de macrossolutos.
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FIGURA 33, Esquema de uma célula de osmocentrifugacao utilizada
para estudar o arraste de um macrossoluto em presen-
¢a de um outro macrossoluto.
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FIGURA 34. Osmocentrifugacao de solucdo de dextrana a concentragio
inicial (a) 0,9% e (b) 1,7%, a 2000 rpm, durante (e) 2h,
(d) 4h e (m) 18h.
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2.10.3, Osmocentrifugacaoc de uma Mistura de Dextrana

e Dextrana Azul.

Com o objetivo de se analisar o comportamentc de

um macrossoluto num sistema de trés componentes (solvente e duas
macromoléculas diferentes), investigou-se o comportamento de dex

trana azul (DA) em solucdo aguosa em presenga de dextrana T 500.

A solugido de dextrana azul foi preparada por pesa
gem direta do sblido, dissolvido ndma solucdo 0,1 M de NaCl. Os
experimentos foram feitos com solucdes de dextrana azul de con-

centracdo igual a 1 x 1073

g/ml em presenga de dextrana, na con
centracao de 10 x 10“3 g/ml. Na tabela XXV estao listados os
valores correspondentes a média de duplicatas, da fracao de mag
gsa acumulada a partir do fundo da cé&lula para solugoes de dex -

trana azul e de dextrana azul em presenca de dextrana em tempos

de 2, 4 e 16 horas de centrifugacdo, a 3000 rpm e 20°c.

Na figura 35 tem-se o gridfico da fracdo de massa
_da dextrana azul (expressa em percentagem) em funcao da altura

para experimentos realizados a baixo campo inercial. As curvas

mostram que existe uma maior eficiéncia de concentracao de dex-
tréna azul em presenca de dextrana, principalmente a tempos me-
nores. Ou seja, o soluto em maior concentragao parece exercer
um efeito de arrastamento sobre o soluto em concentracao mais
baixa. Este efeito é mais pronunciado quando o tempo de centri

fugacdao €& menor.
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FIGURA 35. Osmocentrifugacdo de dextrana azul de concentragao inicial

0,1%, durante (a) 2h, (e) 4h e (%) 16h e dextranaazul (0,1
%) em presenca de dextrana (1,0%), durante (A) 2h, (o) 4h
e (@) 16h, a 3000 rpm.
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ITII. DISCUSSAO

Atingimento do equilibrio de sedimentacgdo.

Na determinacdo de parametros fisico-quimicos de macromolé
culas em solugao através de experimentos de osmossedimentacio u-
tilizam-se equagOes validas somente se o sistema em estudo se en
contra no.estado de equilibrio. Assim, o primeiro objetivo des
te trabalho foi a verificacao do alcance do equilibrio em expe-
rimentos de osmossedimentacao, em células de 20 cm de altura,

sob gravidade.

Nos experimentos do tipo A e do tipo B, descritos na parte
experimental e resultados, os sistemas macromolécula-solvente
mesmo partindo de condigdes iniciais diferentes, deveriam che-
gar ao mesmo estado final para comprovagao do alcance do estado
de equilibrio de sedimentacac-difusac. Este estado de equili-
brio para solucgGes de dextrana foi alcancado em experimentos de
osmossedimentag¢ao sob gravidade, a ZO,OOC, em tempos da ordem de

10 horas, o gque corresponde aproximadamente a 1/50000 do tempo

requerido em sedimentacdo normal. Para experimentos do tipo B,
0 tempo necessario foi de 120 horas. Esta diferenga do tempo ne
cessario ao alcance do equilibrio se deve: i) a distancia entre
os estados inicial e final do sistema em cada caso; ii) a dife-

renga nos padroes de corrente de massa de solvente.

No inicio dos experimentos de osmossedimentag¢dac do tipo A,
Ce € igual a ¢y (CG/Cl = 1). Por outro lado, no inicio dos ex-
perimentos tipo B, cG/C1 é igual a zero. Atingindooequilibrio,
nos dois tipos de experimento, cs/c1 assume o valor 0,85. Uma

comparacao dos dois processos & esquematizada na figura 36. Nos
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FIGURA 36. Esquema dos processos de sedimentacdo e difusao
em experimentos de osmossedimentacao.
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experimentos do tipo A, ocorre osmose na parte superior e osmo-
sé reversa na parte inferior da cé&lula, desde o inicio da expe-
riéncia. Nos do tipo B, no inicio tem-se este fendmeno somente
na metade inferior da célula. 86 & medida em que ocorre migra-

¢do do soluto para a metade superior da célula & que passa a O-

correr fluxo osmdOtico nessa regiao.

A Area 1til da membrana semipermeadvel & outro fator que con
tribui para a velocidade de sedimentacao-~difusdo em experimen-
tos de osmossedimentagdo, e estd relacionada com © desenhOfkacé
lula empregado. Experimentos de osmossedimentag¢do com prata co
loida183 na concentracdo de 0,16 g/% em colato de sddio 0,10%,
a 2700, sob gravidade, mostraram gue o atingimento do estado de
equilibrio de sedimentac@o-difusdo depende da geometria da célu
la. Nos experimentos feitos em células que fornecem uma maior

relacdo entre a adrea da membrana e o volume de solucdc macromo-

lecular, o estado de equilibrio foi alcancado mais rapidamente.

Como era de se esperar, pelas mesmas razoes discutidas an-
c

teriormente, o valor de equilibrio da razao Eé & obtido em um
c 3 c

- 6

tempo menor do gue Eé e esta razdo em um tempo menor do que o
2 : 1

Determinacdo de peso molecular.

O peso molecular de macromoléculas em solucao pode ser de-
terminadopor diferentes métodos. Alguns métodos, tais como oS-
mometria, éspalhamento de luz, equilibrio de sedimentacaoc e se-
dimentacio-difusio sio universails e absolutos. Por outro lado,
métodos como cromatografia em meio poroso e eletroforese em géis
também t&m sido muitissimo utilizados, mas dependem de curvas de

calibracio previamente estabelecidas. Isto significa que o er-
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ro na determinacgao do peso molecular de macromoléculas por es-
tes métodos, estd diretamente relacionado com o valor do peso mo

lecular utilizado na padronizacac e algumas vézes € considera-

vel. Por exemplo, um trabalho bastante rigoroso, conduzido por
dois laboratorios independente584, usando amostras de poliesti-
reno fornecidas para calibracido de colunas cromatogréficas mos—
trou que os seus pesos moleculares, determinados a partir dos
coeficientes de sedimentagao e difusdo do polimero, podem apre-
senta; erros de até 25% para amostras de Ew da ordem de 2 x 106
O erro foi reduzido para 11% quando foram analisadas amostras de
peso molecular nominal menor (9,8 x 104), mas ainda insatisfaté
rio ?ara gue os valores possam ser utilizados em calibracdes.
Este trabalho coloca sob suspeita um grande nimero de trabalhos

experimentais recentes, em que padrdes de calibragao fornecidos

comercialmente foram utilizados.

Nesta tese determinou-se o peso molecular de diferentes ma
cromoléculas através do método de osmossedimentacdo, a partir do

gradiente de concentragdo de solugdes no estado de equilibrio.

Assim, na determinacao do peso molecular de dextrana foi utili-

zado por conveniéncia de tempo os experimentos do tipo A, ao in

vés dos experimentos de difusdo (tipo B}.

Para sistemas monodispersos que obedecem a equacdo baromé-
trica (equacdo 41), o grafico do logaritmo de concentracédo da so
lucdo em fungdo da profundidade & linear, e sua inclinacao de-
pende de parimetros externos (temperatura, campo inercial) e pa
rametros internos, tais como densidade da solugdo, volume espe-
cifico parcial e peso molecular do soluto. Para amostras poli-

dispersas de polimeros, lnc ndo é fungdo linear da profundida-

de. A amostra de dextrana T 500 estudada, que apresenta uma re
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lacao de Mw/Mn igual a 1,7 (conforme o fabricante}, apresentou
um desvio da linearidade nos pontos corraspondentes aos extre—~
mos da célula de didlise (figura 1l4). Devido a esta polidisper
sidade da dextrana, no calculo do peso molecular foi wutilizada
a equacao 36, aplicada a resultados de experimentos realizados
a varias concentracoes de macroésoiuto. Assim, para cada con=-
centracao média de dextrana T 500, determinou-se um peso molecu
lar médio aparente, que foi extrapolado para concentragdo zero.
Para sistemas gque ndo apresentam comportamento ideal, o peso mQ

lecular aparente varia com a concentragao, mantendo-se os demais

parametros constantes. Por exemplo, para dextrana em meio aquo

so sob mesma pressdo, campo inercial e em temperatura superior
a temperatura &, um aumento éa concentracido leva a uma diminui-
¢do do peso molecular aparente. Este efeito & mais pronunciado
a temperatura mais elevada. Em temperatura inferior a tempera-
tura 9, & observado um comportamento inversc, ou seja, o pesc mo

lecular aumenta com o aumento da concentracao.

Outro fato experimental observado a concentragées altas de
macrossoluto & a maior reprodutibilidade nas determinagées¢ﬁapg

so molecular aparente.

Os pesos moleculares obtidos neste trabalho e os forneci-

dos na literatura para os macrossolutos estudados encontram-se

listados na tabela XXVI.

0 peso molecular médio de dextrana T 500, obtido por extra
polagdo a concentracdo nula atravéé de experimentos de osmosse-
dimentégéo, nas trés temperaturas estudadas, concordam comosva
lores obtidos por Suzuki85 {5,34 x 105) e Soetéman86 (5,46:{105)

por cromatografia de permeacaoc em gel.
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Caracteristicas dos macrossolutos estudados neste trabalho, -

Amostra Tempegatura M, x 1070 Ay X ;04_2 _ Ref.
C mol ¢cm” g
T 500 5,5 5,3 0,3 -0,34 + 0,10 este trabalho
20,0 5,3 £ 1,2 0,67 = 0,37 este trabalho
40,0 5,3 1,2 2,48 + 0,63 este trabalho
' 4,2 6,82° 74
5,34° | 85
5,467 86
Sigma 7,1 18,9 + 4,0 0,12 + 0,01 este trabalho
(lote 58C-0296) g _
Sigma 10,0 7,2 £ 0,5 0,24 x 0,16 este trabalho
(lote 38C-0123) 16,0 7,5+ 0,6 0,62+ 0,15 este trabalho -
25,0 7,4 £0,9 1,40 + 0,26 este trabalho
ICN (5-40 x 10°) 25,0 12,0 10,3 9,03 + 0,97 este trabalho
NRRL B-512 4,45 4,2° 75
27,0 2,5¢ 75
Tote 64.1658.01 4,0 0,50 3,20¢ 76
27,0 0,52 2,5¢ 76
Tiroglobulina 20,0 7,0% 0,7 -0 este trabalho
6,7 ~0 77
a AZ determinado por.equil¥brio de sedimentacao.
b ﬁﬁ determinado por cromatografia de permeacao em ge1;
¢ A2 determinado por espalhamento de luz.
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O peso molecular calculado a partir da viscosidade intrin-
seca desta amostra de dextrana, ([n] = 53,6, H_ = 5,4 x 10°, ta
bela XVIII) acha-se também em concorddncia comovalor obtido por

osmossedimentagao.

A determinacdo do gradiente de concentracao obtido por os-
mossedimentacdo de solucgoes de tiroglobulina foi feita no mesmo
meio descrito por H. Edelhoch77. Nas condigdes de pHe forga io
nica utilizadas, a tiroglobulina encontra-se predominantemente

na forma denotada por 19S5. O comportamento de solugac monodis-

persa pode ser observado na figura 17, ou seja, nado existe des-

vio da linearidade na curva de logaritmo de concentragao em fun
¢do da profundidade, para experimentos individuais de osmossedi

mentacao de tiroglobulina.

A tiroglobulina foi utilizada sem purificagao prévia, sen-
do que a analise espectrofotométrica de amostras da solugao e do
solvente indicou a.presenca de um componente de baixo peso mole
cular que atravessou a membrana semipermeavel. Come existe uma
grande diferenca entre os espectros UV da solugac e do solvente
pode-se afirmar que este componente gue permeia a membrana seja
um contaminante. A presencga déste componente nos dois lados da
célula, modifica o potencial gquimico do solvente. Nos experi-
mentos de_osmossedimentégﬁo com alsolucéo de tiroglobulina, pre
parada sem purificagdo prévia, na3o foi determinado diferenca na
concentragdo com a profundidade de amostras do solvente, isto &
o componente designado de contaminante encontra-se igualmente
distribuido aoc longo da célula, No lado da solugao uma analise
semelhante torna-se dificil. Entretanto, sendo o peso molecu-
lar determinado a partir da inclinagdo da curva do logaritmo de

concentracdo em fungao da profundidade, mesmo que o contaminan-

o —
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te esteja igualmente distribuido ao longo da coluna havera uma
variacao da inclinagao e consequentemente um erxtasistemétiCCyna
determinagao do peso molecular calculado. As observacgoes reali
zadas nos experimentos de osmossedimentagao de solugoes de tiro
globulina mostraram que a guantidade de contaminante que atra-
vessou a membrana foi em torno de 5% que implicaria numa varia-
¢do um pouco menor, em torno de 4,5%, na inclinacao da curva de

logaritmo‘da concentragdo em func¢do da profundidade.

Os pesos moleculares calculados para a tiroglobulina em so
lugao aquosa, a ZOOC, pH 5,8 e forca idonica 0,1 forneceramumva
lor médio de (7,1 * 0,5) x 10° que & coerente com o fornecido na
literatura77 para as mesmas condigdes, de 6,7 x 105. Este re-
sultado, para tiroglobulina, demonstra a aplicabilidade do méto
do de osmossedimentacdo para determinacao do peso molecular. En
tretanto, a viabilizag¢do deste método para analise de proteinas

requer ainda a minimizacao da guantidade do macrossoluto nos ex

perimentos individuais, conforme se discutira posteriormente.

Para dextrana D 5376 - Sigma (lote n% 38C-012} foi obtido
W igual a (7,2 £ 0,5) x 10%, (7,5 + 0,6) x 10° e (7,4 £ 0,9) x
105 nas temperaturas de 10,0, 16,0 e 25,00C respectivamente. A
sistematica seguida para a determinacao destes valores fol ames
ma discutida anteriormente para dextrana T 500, sendo que os va
lores resultantes encontram-se abaixo do fornecido pelo fabri-
cante. Passou-se ent8o a estudar a mesma amostra por outros me
todos, tais como velocidade de sedimentacao, viscosimetria e ti

tulagdoc potenciométrica.

Conforme apresentado anteriormente, o método de velocidade
de sedimentacgdo requer a determinacdo dos coeficientes de sedi-

mentacao e difusdao do macrossoluto. O coeficiente de sedimenta
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¢cao & obtido através do deslocamento da fronteira macrossoluto-
solvente criada sob agao de um grande campo inercial. Em siste
mas paucidispersos, isto &, com estreita distribuicao do pesomo
lecular, & observado o efeito Johnston~0gston87. Assim, para
componentes com maior velocidade de sedimentagac, a curva de
. dn/dx em funcido do deslocamento (%) tera uma area menor devido
ao gradiente do outro componente ter sido subtraido. Na anali-
se de sedimentacdo de sistemas macromoleculares peclidispersos es
te efeito torna-se mais acentuado, o que pode ser observadc a-
través da formacgdo de curvas nao simétricas de dn/dx vs x. Es
te efeito foi observado nas amostras de dextrana estudadas. Por
outro lado, o coeficiente de sedimentacdo & dependente da con-
centrac¢do, além de que, ndo existe uma correspondéncia unica en

tre coeficiente de sedimentacio e peso molecular.

Segundo Elmgren53, no fator de flutuagdo da eguagao a uti-
lizacdo da densidade da solucao ou a densidade do solvente coxr-
rigida por um fator relacionado ao fluxo contrario a sedimenta-

cao da macromolécula, fornece valores corretos. Entretanto, em

um nivel microscdpico a densidade do solvente € que realmente

atua.

Os experimentos realizados para medida de D, revelaram a
presenca de uma pequena fragao de dextrana de elevado peso mole
cular gue sedimentou mesmo a baixa velocidade do rotor. Assim,
no calculo de Ew por este método nido sdo computadas todas as fra
¢Ses de diferentes pesos moleculares presentes, o que é feito no
método de osmossedimentacao. Mesmo assim, o valor ﬁwobti&opor
velocidade de sedimentag¢do igual a 2,8 x 105 encontra-se em Or-
dem de grandeza distinta do valor nominal fornecido pelo fabri-

cante.

-
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O peso molecular para esta mesma amostra de dextrana foi de
terminado através da viscosidade intrinseca. Este método de de
terminagao do peso molecular de macrossolutos necessita de cali
bragoes prévias, gque estdo diretamente relacionadas com a con-
formagdo da macromolécula em estudo. Este fato pode ser obser-—
vado na tabelaXVIII onde se verifica que o peso molecular da dex
trana varia, dependendo dos valores dos pardmetros a e K da e-
quacdo de Mark-Houwink que foram tomados. Neste ponto & conve-
niente salientar que a dextrana utilizada para a construcao da
curva de calibracdo de log ﬁw vs [n] & de origem distinta da que
 se estd analisando. Entretanto, os valores do pesomolecular ob
‘tido por medidas viscosimétricas da dextrana em estudo também in
dicam gque o peso molecular médib deve ser menor do que o valor

nominal fornecido pelo fabricante.

Foi também avaliado o peso molecular para esta mesma amos-~
tra de dextrana por titulacao turbidimétrica, que é ummétodo G-

til para estimativas de peso molecular.

O valor de ﬁw obtida a partir da titulacao turbidimétrica

da amostra de dextrana com etanol foi de 1 x 105. Este valor é

bastante inferior ao valor nominal para esta amostra de dextra-
na em estudo. Deve ser levado em consideracdo gque o valer foi
obtido de uma cufva de calibragdo, apresentada por Basedow e E-
.bertgo, para fragoes de dextrana da Pharmacia Fine Chemicals.

Além das amostras comparadas serem de diferentes fabricantes, a
curva do logaritmo de ﬁw em fungéo‘da concentracao de etanol(ng
cessiria para que a solucac de dextrana fique turva), apresenta
uma grande variac¢ao de ﬁw para um pequeno aumento da concentra-
¢ao de etanol e consequentemente um maior erro em determinacoes

com amostras de peso molecular elevado. Tomando-se amostra de
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dextrana de peso molecular nominal igual a 4 x 104 {Pharmacia

Fine Chemicals) a titulagao turbidimétrica forneceu um valor de

ﬁﬁ igual a 2 x 104° Para esta amostra de dextrana, que é do mes

mo fabricante daquele com que fora feita a curva de log F&IVS %
etanol, o peso molecular nominal e o calculado encontram-se nu-

ma mesma ordem de grandeza.

Mesmo sendo o método de determinacio do peso molecular por
titulagao turbidimétrica de baixa precisdc, mais uma vez consta
ta-se que o peso molecular obtido desta amostra de dextrana, &

menor do que o valer nominal.

Ja o exame do peso molecular de outra amostra de dextrana
com especificacdes idénticas do mesmo fabricante, mas de outro
lote, determinado por osmossedimentacdo, encontra-se ilustrado
na figura 23, sendo obhtido o peso molecular médio (ﬁw) a concen
tracao zero de (1,9 * 0,5) x 106. Este valor apresenta coerén-
cia com os obtidos por cromatografia de permeacdo emgel (2,43 x

106) e por éSpalhamento de luz (1,80 x 106) para esta mesma a-

mostra.

Coeficiente de virial e témperatura 8.

As solugdes aguosa de dextrana, nas diversas condigdes es-
tudadas, nao apresentaram comportamento de solucdo ideal. O desg
vio da idealidade, caracterizado pelo coeficiente devirial(Az)
foi determinado para diferentes amostras de dextrana a tempera-

turas definidas. 0Os wvalores de Az obtidos neste trabalho, ben

como alguns relacionados na literatura encontram-se listados na

tabela XXVI . Para a dextrana T 500, tem-se uma variacao do va

4 2

lor de A, de -0,34 x 1074 a 2,48 x 1077 mol cm> g “. Por inter

2
polacao, conforme descrito anteriormente, estima-se a temperatu
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ra 6 em que a solugao apresenta um comportamento similar ao de
solugao ideal, ou seja, um valor de Az nulo. As temperaturas ¢

calculadas para dextrana T 500 e Sigma (lote 38C-012) foram 10,1

e 7,2°C respectivamente. Infelizmente, mesmo sendo um paféme—

tro de grande utilidade no estudo de soluc¢des macromoleculares,

na literatura tem-se poucos dados de ¢ para solugoes de dextra-

na. Para uma amostra de dextrana de Ew igual a 4,97}(104, Jou-
76

cek e Adams determinaram por osmometria a temperatura teta co

mo igual a 16,20C.

Nos sistemas dextrana-solvente estudados neste trabalho sob

temperaturas prodoximas, o valor de A, aumenta com o aumento do pe

2
so molecular da dextrana. A dextrana da Sigma (lote 38C-012)
com ﬁw de 7,4 x 105 {obtido por osmossedimentagao) na temperatu
ra calculada de 7,20C apresenta um valor nulc de Az. Entretan-
to, a amostra da Sigma (lote 58C-029) com Ew de 18,9 x 105, na
tenperatura de 7,10C apresenta um valor positivo para o coefi-

ciente de virial.
Ramificacdo e solvatagido de macrossoluto.

Dois fatores de erro intrinseco na determinagao do peso mgo
lecular de dextrana sfo: o grau de ramifica¢do e a solvatacdo da
macromolécula.

88

. Van Cleve et al. determinaram a estrutura de dextrana op

tida a partir da sacarose em presenca de Leuconostoc mesenteroi-

des NRRL B-512, através de experimentos de metilagao. Os resul
tados indicaram uma estrutura para dextrana NRRL B-512 na quala
unidade média de cadeia consiste de 23 residuos glicosidicos.

Destes, 21 residuos encontram~se unidos entre si através de li-

gagdes do tipo 1,6; um através de liga¢io do tipo 1,3,6 {ponto
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de ramificacdo) e um outro residuo glicosidico é o grupo termi-
nal. Este tipo de estrutura & esquematizado abaixo.

- iy

-] 6D-G4 1| ———6D-Gd 1 ——o
21-x

Gramaths, estudou © grau du ramificacgac de dextrana atra-
vés da oxidagao com periodato e conseguente formacdo de Acido
£6rmico. Para dextrana NRRLMB%élZ determinou uma fracao média
de 94,2% de ligacgdes 1,6, gue se encontra em concordidncia com o

grau de ramificacao determinado por Van Cleve et al.

0 efeito das ramificacgoes da cadeia principal pode ser no-
tado, por exemplo, na viscosidade intrinseca. Para moléculas 1li

neares em soluc¢ao nas condig¢des teta, a teoria de Flory e Fox89

prediz que a inclinacao da curva resultante do grafico de log

[n] vs log M deve ser igual a 6,5. Esta predicaoc foi confirma-
da através de resultados experimentais com poliestireno90 e po-
limetilmetacrilatogl. Para dextrana NRRL B-512, Senti et a1.75
obtiveram uma inclinagao de 0,5 para fracdes de amostra com pe-
so0 molecular inferior a 1 x 105. Para fracgoes de pesos molecu-
lares superiores eles observaram um decréscimo da inclinacao.
Este decréscimo a peso molecular elevado & evidentemente devido

ao aumento no grau de ramificacao com o aumento do peso molecu-

lar, que diminui o volume efetivo da macromolécula.

Qutro efeito a ser considerado & o fato das moléculas do



. 113

solvente interagirem com as macromoléculas dissolvidas.

Dondos e Benoitgz mostram gue na determinacac de peso mole
cular de polimeros o efeito de solvatacao s6 & perceptivel para

aqueles com peso molecular inferior a 50000.

Para o caso especifico de solucdo aquosa de dextrana, Gek-
ko e Noguchi93 avaliam o nimero de moles de moléculas de dgua u-~
nidas a cada radical hidroxila da cadeia do polissacarideo. Es
ta razao foi determinada através de medidas da velocidade do som
em solugao de dextrana de baixo peso molecular. O valor da re-
lacao moles HZO/—OH decresceu &té um valor de 0,5 para um peso
‘molecular de até 2000. Para fracdes de dextrana de peso molecu
lar superior a este valor a ;azao manteve-se constante e igual
a 0,5. O decréscimo de niimero de liga¢des entre as moléculas de
agua com o aumento dos segmentos de cadeia pode ser conslderado
como sendo devido ao decréscimo do nﬁﬁero de radicais hidroxi-
las livres, que podem entrar em contato com as moléculas de &
gua. Esta diminuicdo estd relacionada com a formacao de pontes

de hidrogénio intramolecular entre os radicais ~OH ou com efei-

to estérico entre unidades de glicose,

Segundo McBain94, o erro devido a solvatacdo em medidas do
peso molecular em observag¢des na ultracentrifuga pode chegar a
‘éer superior a 100%. Em oposicdo a este resultado, Lasing e
'Kraemer95 demonstram que mesmo que ocorra uma grande solvatacao
esta nac leva a erros tdc grandes no peso molecular. Por exem-
plo, a partir da equacgao 45 onde M) e M' sao os pesos molecula-
res do‘soluto ndao solvatado e aparente, respectivamente, e s a

massa do solvente combinada com 1 grama do soluto, eles estima-

1l - S,

1l - cl - scl

M, = M*' (45)

1

-
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ram que para uma concentragao em torno de 0;001 g/ml, uma solva
técéo_em torno de 990% aéarretaria um erro de 1% no valor do pe
so molecular da macromolecula nac solvatada. Lansing e Kraemer,
mostraram que o efeito de solvatacdo é o mesmo tanto para os mé
" todos que utilizam ultracentrifuga como para os demais métodos
convencionais e que o erro devido a solvatacdo é independente do

volume especifico.

Portanto, mesmo considerando-se que na determinagac de pa-
rimetros fisico-gquimicos de dextrana foram utilizadas baixas con
centracoes de macrossoluto, que poderiam acarretar um valor de
solvatacdo maximo, ndo hd razdo para esperar gque os resultados
obtidos tenham sido significativamente afetados por problemas de

solvatacao.

Fracionamento de dextrana por osmossedimentacao.

As primeiras observacbes de gue existe fracionamento de a-
mostra macromolecular polidispersa em experimentos de osmossedi

mentagéogG foram obtidas em cé&lulas de diadlise de 25 cm de altu
ra, com solugdo aquosa de dextrana. Os resultados experimentais

obtidos neste trabalho, em célula de didlise de 1 metro de altu
ra, confirmam a existéncia de fracionamento de uma amostra poli
dispersa de dextrana, sob gravidade. O histograma apresentado
na figura 30, mostra que a dextrana estudada apresenta a maior
fraééo de massa em duas faixas distintas de éeso molecular, 38%

6 6 o 26% entre 1,6 x 10° e 1,8 x 10°.

entre 0,8 x 10" e 1,0 x 10
Um histograma mais apurado poderia ser construido utilizando-se

dados de etapas sucessivas de fracionamento.

Conforme foi discutido anteriormente, na determinacao do pe

so molecular de dextrana (Sigma - M nominal igual a 25{106) ob
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tiveram-se para duas amostras de diferentes lotes mas de mesmo
nimero de catdlogo e de especificac¢des idénticas, os valores de

7,4 x 105 e 1,9 x 106. Estes resultados de peso molecular meé-—

dio em massa sdo da mesma ordem de grandeza daqueles obtidos pa
ra as duas fracOes predominantes no experimento de fracionamen-
to. Considerando-se, entdo, que uma determinada amostra de dex
trana contém grande gquantidade de moléculas em duas faixas de pe
so molecular distintas, o peso molecular médio total da amostra
serd bastante influenciado pela predomindncia de uma ou outra
faixa. Assim, lotes diferentes, embora com especificacgoes i-
. guais, podem conter maior quantidade de moléculas em faixas dis

tintas e apresentar uma disparidade no valor do peso molecular.

0 método de osmossediment%&éo pode, portanto, ser aplicado
ao fracionamento de amostra polidispersa, apresentando um custo
muito baixo, pois requer somente uma célula de didlise, membra-
na semipermeavel e solvente, podendo ser utilizado volume gran-

de de solucao.
Dialise associada a osmossedimentacio.

A tabela II mostra que a éiélise em centrifuga é mais efi-
ciente que a dialise em fluxo sob gravidade para eliminar solu-
tos de baixo pesé molecular. Embora a capacidade das células u-
.tlllzadas sob gravidade seja maior (6,5 vezes malor) pode-se a-
vallar que para volumes iniciais de solugdo iguais e em mesmo
tempo de experimento, a massa de sbluto de peso molecular ?equg

no eliminada é maior guando a didlise & efetuada em centrifuga.

A eficiéncia da dialise poderia ser ainda aumentada com um
acréscimo da relacgdo entre drea Gtil da membrana e volume de so

lugao.



‘ 116

Concentracdo de macrossolutos.

Os fesultados experimentais de osmocantrifugacao de uma so
lugdo de dextrana, tabela XXIV , mostram a eficiéncia de se con-
centrar um macrossoluto a baixo campo inercial,utilizando—secé
lulas de diidlise com membranas apropriadas., A figura 34 ilus-
tra estes resultados. Em tempo correspondente a 18 horas de os
mocentrifugacdo de solucao aquosa de dextrana {concentragao ini
cial de 0,9%) tem-se até 4 cm do fundo da célula de dialise ou
seja, na sua metade inferior, 90% da massa inicial de macrosso-
luto. Para sedimentagdao nao osmoticamente accoplada, na mesma
‘altura da célula de didlise tem-se uma fragdac de massa do ma-

crossolutoe de 50%,. .

A concentragao de macrossolutos por osmocentrifugacao pode
ser de grande aplicabilidade, uma vez gue necessita de tempos me
nores do que sob sedimentacdao normal e ndo had acimulo de macros
soluto sobre a membrana, gque se encontra posicionada vertical-

- mente na célula. Este efeito de actimulo de macrossoluto sobre

a membrana diminui sensivelmente a eficiéncia do processo de ul

trafiltracao, também utilizado na concentracao de macrossolutos,

Uma particularidade destes experimentos de osmocentrifuga-
¢ao é que o efeito de concentracdo é mais acentuado para concen
tracbes mais altas. Em experimentos de sedimentacio normal, ob
serva-se o contrdrio, uma vez que geralmente o coeficiente de se
dimentacdo diminui com o aumento da concentragdo de macromolécu

la em solugao.

0 estudo da concentracgao de macrossolutos a baixo campo i-
nercial (2000 e 3000'rpm) foi estendido a dextrana azul e gama-
globulina,97com resultados semelhantes aos obtidos para solugdo

de dextrana.
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Experimentos de osmocentrifugacao foram estendidos ao estu
do da sedimentacao de sistemas ternarios, onde se tem dois ma-

crossolutos diferentes e um solvente.

Na literatura tem-se estudos da varia¢ao do coeficiente de
sedimentacido de um componente macromolecular na presenga de um
. 98
terceiro componente .

Acosta et al.99 estudaram o efeito da sedimentagao de uma

solucdo diluida de dextrana azul em presenca de um segundo com-

ponente macromolecular (dextrana ou hidroxipropil celulose} em
varias concentracdes. Os resultados experimentais obtidos por

'Acosta et al. mostram gue graficando o inverso do coeficientede
sedimentacio da dextrana azulr(}/sDA) em funcdo da concentragao
de dextrana azul (CDA)' a varias concentragoes de dextrana (cD),
obtém-se retas paralelas entre si, variando o coeficiente linear.
Um aumento da concentracao de dextranﬁ numa solucao de dextrana
azul leva a uma diminuigdo no coeficiente de sedimentacao desta.
Estas observacOes mostram que em sistemas de multicompeonentes a
interacio termodindmica e hidrodindmica entre os macrossolutos

influi na velocidade de transporte.

Em experimentos de osmocentrifugacdo, o efeito observado é
o oposto, conforme esti descrito neste trabalho. Conforme os da
'aos 1istados na tabela XXV, a dextrana azul sedimenta mais ra-
pidamente em presenca de dextrana T 500. A vglocidade de sedi-
mentacao aumenta com o aumento da poncentragéo de dextrana, que

atua portanto como um carregador.
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IV. CONCLUSOES

Os resultados experimentais de osmossedimentagéo de solu-
cao aquosa de dextrana demonstram que o estado de equilibrio foi
obtido a partir de condicgbes iniciais diferentes, sob gravidade.
O tempo necessario para se alcancar este estado & muito peguenc
se comparado com sistemas n&o osmoticamente acoplados, para os

quais o alcance do equilibrio”™é praticamente inviavel.

A eficiéncia da osmossedimentacao como método analitico foi

comprovada através da determinagao dos pesos moleculares e de

‘coeficientes viriais de dextranas e tirocglobulina. Os resulta-
dos obtidos concordam com valores relacionados na literatura, ou

obtidos por outros métodos.

A osmossedimentacio mostrou-se Gtil também para finalida-
des preparativas, tais como concentracio e fracionamento de a-

mostra polidispersa de dextrana.

Perspectivas

0 desenvolvimento de membranas semipermeaveis mais seleti-
vas e que possam ser utilizadas em solventes nao aquosos, esta
sendo realizado neste laboratdrio e permitira estender a aplica
ééo analitica do método de osmossedimentag¢do para uma faixa ma-

ior de macromoléculas.

Por outro lado, hd algumas macromoléculas que podem ser es
tudadas por osmossedimentagac mas as quantidades acessiveis sao
muito pequenas,_ Para estes casos, a redugdo do volume de solu-
c30 necessidrio para cada experimento poderd ser obtida de duas
maneiras distintas: i) tornar os compartimentos da celula de

dialise menores, sem diminuir a relacdo entre volume de solucao
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e Area da membrana, ii) diminuir a altura das células, utilizan

do-as em centrifugas a baixa rotacao.

Para efeito pratico e de minimizacao do erro na determina-
cao do gradiente de concentracao seria interessante a adaptacao
de um sistema Optico para leituras de concentragao (por espec-—
trofotometria, refratometria, interferometria) diretamentexnicg

lula de didlise.
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