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RESUMO

Este trabalho esta dividido em 5 partes:

i) Descricao da osmocentrifugacdo de acordo com a teoria
dos processos irreversiveis, obtendo-se equagdes que relacio-
nam o coeficiente de sedimentacao aparente observado nesta téc
nica com aguele determinado na sedimentagdao normal, permitindo
prever condicdes experimentais Otimas para diferentes sistemas;

ii) Demonstracao de que o equilibrio de sedimentacao-di-
fusio de albumina bovina & alecancado em células de diadlise de
7,5 cm de altura, centrifugadas a 1000 rpm apds 136 horas, en-
guantc que o tempo necessario para alcanca-lo por sedimentacgaoc
normal em condigdes analogas & de aproximadamente 2 anos, per-

mitindo a determinacio dos pesos moleculares (Mw) e coeficien-

tes de wvirial (BSD} de albumina bovina (ﬁw = (6,82 % 0,59) x
10" g.mo1™"), ovalbumina (M = (4,26 & 0,61) x 10 g.mo1”’,
By = 6 X 107 mol.g”™*.cm”) e gamaglobulina (M= (1,59 & 0,07)
x 10 g.molwi, B, = -7 x 1072 mol.gmzecm3) em centrifugas de

8D
baixa velocidade:;

1ii) Obtencido de gradientes de densidade autogerados de
Percoll e Ficoll por osmocentrifugacdc em baixa velocidade de
rotacao (1000-3000 rpm}, permitindo o fracionamento de particg
las bioldyicas sem a utilizacdo de ultracentrifugas;

iv) Investigacdo da formacao de complexos entre poliacri
lamida catiodnica e albumina (acima de seu ponto iscelétrico) co
mo azlternativa para o fracionamento de proteinas em solucao,
determinando~se a proporgac Otima de albumina/poliacrilamida

{C /C 1,75) para a recuperacao dos complexos;

pAM
v) Demonstracio de uma nova técnica de ultrafiltragdo

ALRB

em centrifuga, verificando-se que o proprio campo inercial po-
de ao mesme tenpo, aglir como forga metriz para a passagem do
solvente através da membrana e minimizar o actmulo de solutona
sua superficie, permitindo uma eficiente concentracao de solu-
tos macromoleculares e o fracionamento de protelnas de pesosmo

leculares diferentes.



ABSTRACT
This work ig divided in 5 parts:

i) Description of osmocentrifugation by the irreversi-
ble process thermodynamics formalism. This led to eguations
which predict when maximum benefit may be obtained by using
osmocentrifugation, as compared to standard centrifugation
experiments;

ii) Demonstration of the fact that albumin solution
equilibrium can be achieved in much shorter times (136 h, in
7.5 em~tall dialysis cells spun at 1000 rpm) than required for
normal sedimentation (c a. 2 years), allowing the determina-

tion of molecular weights and virial coefficients of albumin

(Mw = {6.82 % 0.59} x 104 g.molm1}, ovalbumin (ﬁﬁ = (4.26 +

- i - ]
0.61} x 104 g.mol ! and BSD = 6 x 10 ~ mel.g z.cmB) and gama-
globulin (ﬁw = (1.59 + 0.07) x 10° ganIMT and By = -7 X 1077

-2 : . -
mol.og “.om”) in low speed centrifuges:

iii} Obtainment of self-generated Percoll and Ficoll den-
gity gradients in low speed centrifuges (10003000 rpm), elimi-
nating the need for ultracentrifuges in some biolcogical par-
ticles fracticnations:

iv}) Investigation of complex formation between cationic

polyacryvlamide and bovine albumain (above its iscelectric point)

as an alternative for protein fractionation, determining the
hest albumni colyvacrylamide ratio (C. C. = 1.72} for com-
5 ain/polyacryl { ALB/ DPAM )

plex recovery;

v} Demonstration of a new ultrafiltration technique in
a centrifuge, verifving that the inertial field itself can
simultaneously act as the driving force for the solvent flux
across the membrane and for membrane depolarizaticon. This
technigue proved very convenient for protein concentration and
it made protein fractionation by size feasible, by ultra~

filtration.
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1. INTRODUCAO

Importantes processcos gue ocorrem na natureza em sistemas
fora do estado de equilibrio termodindmico sd podem ser compre
endidos com auxilio da termodinamica de processos irreversi-
veis(1). Nestes processos, ocorre sempre transferencia ou
transporte de matéria e/ou energia.

As primeiras leis descrevendc fendmenos dé transporte fo-

ram estabelecidas durante a primeira metade do século 19. Fou

rier mostrou gque um fluxo de calor & diretamente proporcional

a0 gradiente de temperatura a ele assoclado; Ohm provou que a
corrente elétrica & proporcional & forga eletromctriz e Fick
mostrou gue o fluxo de massa por difusao & proporcicnal ao gra
diente de concentragao. As trés leis trazem em comun uma rélg
gdo entre fluxos (de calor, de elétrons e de massa) e forgas mo
trizes (gradiente de temperatura, forga eletromotriz e gradien
te de concentragao):

-+ -

J = LX (1}
onde J & o fluxo, X & a forga conjugada e I & o coeficiente de
proporcionalidade.

Nesta tese, serao utilizadas a notagsd s e a nomenclatura de

{1}

-

Katchalsky e Curran ; onde os fluxos, representados por J,

sao vetoriais. Por exemplo, o fluxo de matéria Ej, pode ser de
finido como o nimero de moles n, atravessando uma unidade de
area durante uma unidade de tempo t, em uma determinada dire-
cao. Considerando-se um volume V, contido por uma superficie

de areca A, conforme a Figura 1, a quantidade total da sulstan-

cia i saindo deste volume por unidade de tempo & dada por



dni ) -
— = ¢y = JA 5i.dz-\ (2)

onde J indica a integracao scbre toda a superficie.
A

. 3

"
+
J

i

FIGURA 1. Fluxos atraves de um elemento de volume V
Timitado por uma superficie A.

Por convengao, um valor positivo de ¢i indica uma perda de
material do volume V, enguanto um valor negativo de ¢y gignifli

i

ca gue ha entrada e actmulo da substincia i neste volume.

1.1, EFEITOS TERMOBLETRICOS

Porém, uma relegao simples entre fluxo e sua forga conju-
gada nem semnpre ccorre. Pode haver acoplamento entre diferen-—
tes fluxos e as respectivas forcas atuando em um sistema(q).

Em 1821, Seebeck observou, gue, agquecendo uma das jungées
de um par bimetilico e esfriando a outra, era gerada uma forga
eletromotriz no sistema. A medida deste potencial termoelétri
co constitui um dos metodos mais sensiveis para determinacgao de
temperatura.

Alguns anos apds as observagoes de Seebeck, Peltier veri-

ficou o efeito contrario, isto &, gue a passagem de corrente



“

elétrica em um circuito bimetalico causava absorgdo de calor em
uma das jungdes e liberagac de calor na outra. Thomson verif&
cou que a passagem de corrente elétrica altera gradientes de
temperatura mesmo em fiog condutores homogéneos. Tais efeitos
tornam possivel o rapido aguecimento cu resfriamento com a pas

sagem de corrente elétrica através de jungoes bimetalicas.

1.2. EQUACOES FENOMENOLOGICAS

Uma maneira de expressar a relagao entre tocdos os fluxos
e forgas operando em um sistema fol introduzida por Onsager
em 1931, utilizando as chamadas equagdes fenomenoldgicas, gque

podein ser escritas CoOmo

F.o= 0, X, + Ly %, + %
1 it “12%2 T in“n
5= 1,.% X L. X% (3
Jo = higg &y ot DXy e Lo Xy )
502 Yoo+ LK.+ L X%
Jy T % Hn2tz ce nnn
ou
N n
= 5 I, X i o= 1, 2. 3 e v oy Ii) 4
Jj_ 1_}_ m.l.k'.}\ }(: (l 3? [ F ¥ / ( )
k=1

onde og coeficientes fenomenoldgicos L sac fluxeosg por unida-

1k
de de forga e tém caracteristicas de condutancias ou mobilida-
des. A matriz de coeficientes fepnomenoldgicos & simétrica, de

maneira que

Lik = Ly (1 # k) . (5)

Quando sonmente um fluxo e sua forga conjugada atuam em um sis-
tema, as equagoes fenomenolGgicas ge resumem na equagac 1.
A equacac 5 permite uma simplificacao extremamente Gtil na

teoria de Onsager, porém so @ valida se os fluxos e forgas fo-



rem adequadamente escclhidos. Esta escolha deve satisfazer a

relagao

n _ o
N ,
g = L Jixi ' - (6}
=1

onde o & a taxa de produgao local de entropia. Frequentemente,

& mais conveniente, ao invés de o, utilizar a chamada fungao de

dissipagao
p = To (7}
onde T & temperatura. ¢ tem dimensoes de  energia por u-

nidade de tempo e & uma medida da velocidade de dissipagao lo-
cal de energia livre pelos processos irreversiveis gue tem lu-
gar no gistema em estudo.

Por exemplo, os efeilos termcelétricos podem ser descri-

tos de maneira adeguada por

. - -
¢ = Jg.gxad (~T) + Je.grad (=) {83
= - . X =¥ - . . — »
onde J_ e o fluxo de entropla, Je e o fluxo de eletrons e u @

.
o potencial eletroquimico; JS & proporcional ao fluxo de calor.

1.3. DIFUSAO TERMICA & TERMOSMOSE

Além dos efeitos termoelétricos, outrog lmportantes efei-

tos resultantes de acoplamento de fluxos sao bem conhecidos. A
. —~ a . wn . - . o

difusao termica e caracterizada pelo fluxo de materia, Ji' cau

sado por uma forc¢a nao conjugada, o gradiente de temperatura.

Neste caso,

™~ B

N
¢ = J_ grad (-T) + Ji grad (wyi) {(2)

i=1

fl

onde My & o potencial guimico do componente i. O efeito temu-



ma aplicagado i : 30 de isd s ‘ase gaso-
a aplicacao importante na separagao de isotopos em f£ gaso

a(3). Por exemplo, uma eficiente separagac de NeBO e Nezz

ou HC137 = Hcl35 pode ser obtida, utilizando~se um tubo verti-

S

cal equipado com um fic aquecido no seu eixo. O componente mais
leve se difunde, prefereneialmenté, para a regiao mais quente
e por convecgao & levado para o topo do tubo; por outrc lado,
o componente mais pesado & preferencialmente mantido na regiao
fria e dal & levado para baixo.

A difusao térmica, guando ocorre em um sistema desconti~
nue, atraves de uma membrana semipermeavel, € conhecida por ter

mosmose. Neste caso, para degcrever o slstema descontinuo, a

equagao 9 & integrada atraves da membrana:

Ax n .
o = J & dx = JSAT + & J, hu, (10
o i=1

onde AT e Aui se referem a dlferencas de temperatura e poten-

cial gquimico atravis da membrana; Ax € a espessura da membrana.
(4)

A termosmose fol inicialmente observada por Lippmann ,

- 5 ~ ] 1 O
e L8207, e Aubert(D}f em 1912 e desde enlao vem sendo investl

(6)

gada tantoc em sistemas gasososg

coes aquosas(7m11). Quando a membrana & substitulda por uma

como em sistemas com  sOolu-

partigac porosa nao seletiva, o efelito & denominado termodidli

(12,13) e pode ser aplicado, por exemplo, & purificacac de

(14)

dcido acético proveniente de efluentes industriais .

5€

1.4. EFEITOS ELETROCINETICOS

Exemplos classicos de acoplamento entre fluxc de carga e-
léetrica e fluxo de massa 530 os chamados efeitos eletrocinéti-
cos: eletroforege, cletrosmose, potencial de escoamento e po-

tencial de sedimentagac. No primeiro deles, a eletroforese,



ha um movimento de particulas carregadas, em relagdo a um 1i-
guido estacionario, sob ag¢ido de uma forga eletromotriz ndo con
jugada. Devido a este acoplamento, & possivel uma infinidade
de aplica¢des préaticas, desde a caracterizacao e separacao de
proteinas em laboratdorio até a recuperacdo de minérios na in-
diastria de fosfato(15}d Neste caso, © minério & trituradoe la
vado com agua, deixando uma suspensao de particulas coloidais.
Particulas maiores sedimentam rapidamente, mas as menores po-
dem permanacer em suspensic durante ancs. A sua sedimentacdo
e efetivada através de um processo analogo '51 eletrodecantacao
(?6"18}. As particulas, carregadas negativamente, guando colo
cadas em um campo elétrico, entre dois eletrodos, migram em di
recac ao eletrodo positivo, @@igando uma cameda livre de parti
culas proximo ao eletrodo negativo. Esta camada mencs densa se
move para cima e a camada mais densa, contendo as particulas,

sedimenta., Fendmeno contrario a eletroforese e gsem o seu A

sedimentacgio, onde um campo e
létrico & criado, quando particulas carregadas se movimentam em
o e I AT bt e Fed o LT9)

relagao a um liguide estacionario .

Um complemaento da eletroforese & a eletrosmose, isto &, o
movimento de um liguido em relacdo a uma superficie egtacioni-
ria {(por exemplo, um capilar ou uma divisdo porosa) sob acao de
uma forca eletromotriz. © efeito & usado para desidratacaoc de
N (20} ) ) .
materiasls porosos r colocande a amostrae a secar entre dols
eletrodos, de maneira gue a agua flua em diregao a umdeles, ge
ralmente o catodo. Fendmeno contrarioc d eletrosmose & o poten
. . (19) _ - - ,
cial de escoamento , caracterizado pela geracao de um campo
elétrico, quande wn ligquido flui sobre uma superficie carrega-

dez e estacionaria. O acoplamento entre a corrente eléetrica e

o transperte de liquido através de uma membrana, separando duas



solucdes binarias de mesma concentragdo, & exXpresso por
0] x'JvAP + IR {11}

onde I, é fluxo volumétrico, I € a corrente elétrica, E & a di
ferenga de potencial elétrico entre os eletrodos e AP é a dife

renca de pressdo hidrosgtatica.

1.5. EFEITO TERMODIELETRICO

Unm interessante fendmeno relacionando corrente elétrica e
transferéincia de massa durante uma mudance de fase fol observa
do por Costa Ribeixm(ZT) em 1950. Em um condensador, cujo die
létrico estiver parcialmente no estado sd0lide e parcialmente no
estado liguido (s0lido em fuéi@), com uma das placas em conta-
to, exclusivamente, com a fase s6lida e a outra com & fase 11
guida na fronteira entre as duas fases, serd observada uma cor
rente elétrica. O inverso do chemado efeito termodielétrico de

Conta Ribeiro, isto &, a ocorrénceia de solidificacio em um si

fin

tena dielétricoe s0lido/liguido atraves da aplicacio de um for-
E bl - g 4- - 4 PP . .y (22)

te campo eletrico, fol recentemente observado por Evans .
Alguns efeitos relacionados com este efeito foram observa

dos como, por exemplo, uma variagdo no padrdo de sublimacdo de

(23}

gristais de XC1 na presencga de campo elétrico e um aumento

da velocidade de cregcimento de cristais de BaMoO4 em silica-
gel(gé)w

Equacces fenomenologicas descrevendo estes efecitos ainda

nao foram relatadas.

1.6, ULTRAFILTRACAO I OSMOSE REVERSA

Os processos tradicionais de separagdo por membrana, Ul-



trafiltracac e osmose reversa, podem ser descritos com base na
Come . . . P

termodinamica de processos irreversiveis como sendo resul-

tantes de um acoplamento entre fluxos volumétrico (Jv) e difu-

sivo (JD), sendo as respectivas forcas conjugadas, diferencas

de pressao hidrostitica AP e de pressio osmética Ar:

¢ = JVAP + JbAﬂ (12)

1.7, EFEITO DE DIFUSAO-CONVECCAQ

(25)

Kirkﬁood e Brown descreveram um métode de fracionam@ﬂ
to de macromoléculas em solucdo, onde correntes convectivas sio
acopladas a correntes difusivas. O principio do método pode
ser compreendido, considerande um sistema composto por dois re
servatorios, contendo solucdeg de igual concentracao de scluto
macromelecular e diferentes concentracdes de soluto de baixo pe
80 molecular, separados por um canal vertical de conveccao, cu
jas paredes sao permeévels somente ao soluto de baixo pPesc mo-
lecular. O gradiente horizontal de concentracio do soluto de
baixo pesc molecular, através do canal, provoca conveccio em
seu interior. Se este soluto interage com o soluto macromole—
cular, © g;adi@ate de concentragao do prim@iﬁo produz um grae
diente horizontal de potencial quimico do segundo. 0 acoplaw
mento entre o transporte difusivo horizontal e a conveccio no
interior do canal leva a uma trénsferéncia seletiva de compo-
nentes macromoleculares do tipo ao fundo do reservatdrioc, de~

pendendo da interacac com o soluto de baixo peso molecular,

1.8. OSMOSSEDIMENTACAO

(26,27)

Em 1952, Lang , utilizando um osmOmetro com membra-




nas verticais observou, gue, gquando o equilibric osmdtico era
alcancado, havia uma diferenca de concentragao entre o fundo e
o topo do osmometro. Foi sugerido, entdo, que ao equilibrio os
motico estava associado o equilibrio de sedimentacdo-difusio.

A predigao tedrica desta associac¢do ja& havia sido feita por Por

ter(ZB).

Ha alguns anos, independentemente, Galembeck e colaborado

res(./19w33)

observaram, gue gradientes de concentracac sdo cobti
dos, rapidamente, quando solugdes macromoleculares sdo manti-
das em repouso, em células de didlise, em contato com o solven
te, através de uma membrana vertical semipermeavel. Como a se
dimentacgdo & acelerada devido ao acoplamente entre fluxos de
massa osmbtico e de sedimentacgdo no distema, o efeito foi deno
minado osmossedimentacioc. A descrig¢de fenomenologica da osmos
sedimentacdo constitui a primeira parte desta tese (capitulo 2}

0 acoplamento osmdtico & tanto mais efetivo quanto maior
a permeabilidade da membrana utilizada, ao solvente. A dispo-
nikilidade de membranas de acetalto de celu1086(34), altamente
pormeaveis a agus, permitin verificar que o equilibrio de sedi

{35,36)

mentacdo-difusdo de solugdes macromoleculares e disper-

37,38 . .
(37,38) pode ser alcangado em tempos relativamen

stes coloidais
te curtos, sob gravidade, em experimentos &@ osnossedinentacio,
en células de varios centimetros de altura. O alcance do equi.

librio de sedimentacdo nestas condigbes permite determinar pe-

so molecular e outros parametros fisico-guimicos de sistemas,

cujo estudo se torna diflicil por métodos convencionalis.

Dois fatores, porém, limitavam a aplicacéo da osmossedi-
mentagao, sob gravidade, ao estudo de solutos de peso molecu-
lar acima de quinhentos mil daltons: (a) a secletividade e per-

meabilidade das membranas disponiveis e (b) a intensidade dos
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gradientes de concentrac¢do de solutos menores gque guinhentos
mil daltons, sob gravidade.

Com o desenvolvimento de membranas de acetato de celulose
de alta permeabilidade a agua, mas com corte de peso molecular

de guarenta mil daltons (37741} go5 po

ssivel estender a aplica-
cdo da osmossedimentacao a solutos menores, utilizando-se caen-
trifugas de baixa velocidade de rotacgiao, onde os gradientes de
concentraciao sao mais acentuados. A osmossedimentacao em cen-

L . .. L - o ~
trifuga fol deneminada osmeocentrifugagac e sua utilizagao per-

mite a obtencdo de resultados de grande interesse, em experi-

mentos preparativos e analiticos. Entre as aplicacgoes prepara
tivas da ocsgmocentrifugacido, encontram-se a concentracac de soO-

42
lutos macromolecul&res{ )

e o fracionamento de particulas epo
limeros em gradiente de densidade. FEsta aplicacéo é explorada
no ¢uartoe capitulo desta tese. No capitule 5, a associagdo de
proteinas com poliacrilamida idnica & investigada por osmoceri~
trifugacao e centrifugacgéo normal, também, para fins preparati
vos. A aplicacéo analitica da osmocentr:fugagdo & apresentada
no capitulo 3, investigando-se a sua eficiéncia na determina-
¢ac de peso moelecular e ccoeficientes de virilial de polimeros de
peso nolecular entye guaventa e duzentos mil daltons.

A Qltima etapa desta tese (capitalo 6) descreve um  novo
processo de ultrafiltragdo, gue utiliza o campo inercial como

forga motriz para o transporte de solvente através da membrana

1.9, OBJLELIVO

Os objetivos desta tese podem ser resumidos nos seguintes
itens, gue serac explorades nos capltulos subseguentes:

i) Descrever a osmocentrifugag¢ao de acordo com o forma-
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lismo da termodinamica dos processcs irreversiveis;

ii) Comprovar a eficiéncia da osmocentrifugac¢do como mé-
todo analitico para determinacac de pesc molecular e coeficieg
te de virial de polimeros de peso molecular entre 40000 e 200000
daltons;

iii} Investigar o desempenho da osmocentrifugac¢do na obten
¢ao de gradientes de densidade e consequente aplicacde no fra-
cionamento de particulas e macromoléculas, em meio de densida-
de variavel;

iv) Estudar a interacdo entre proteinas e poliacrilamida
ibnica de carga oposta como meilo de fracionamento em experimen
tos de osmocentrifugacic e centrifugacdo normal;

v) Propor um novo métgﬁo de ultrafiltracdc em centrifuw
ga, gue permita uma rapida concentracao e/cu fracionamento de

solutos macromoleculares.

Cada um destes capitulos representa um estudo em separado

~

sendo apresentadas, em cada um, segdes contendo material intro
dutdorie, descricao da metodologia, resultados obtidos e a sua

discussio.



2. DESCRICAOQ FENOMENOLOGICA DA OSMOCENTRIFUGACAQ

A osmocentrifugacido pode ser compreendida de acordo com o

formalismo da termodinamica dos processos irreversiveis,

\':) X S — = e FEMBRANA

EIXO DE
ROTACAD

CAMPO

INERCIAL

FIGURA Z. Diagrama de um sistema descontinuo

de osmocentyifugacao.

Quando umn sistems caminha para o egquilibrio, sua energia
livre diminui. Esta diminuigdo da energia livre, G, com o tem
po peode ser convenlilentemcnte expressa pela integracédo da fun-
¢do de dissipac¢do sobre o volume do sistonma.

ac ' :

—_— J $ 4dv ' (13)

dt Y
Para ﬁm sistema a temperatura constante ¢ gem reagdes guimicas,
a fun¢ao de dissipacdo é

n
P o= 2

1

1 Ji*gr&ﬂ (mui) (14}

-+
onde J, ¢ o fluxo molar do componente i ja referido na equacao
1

2 @ 1y & o potencial guimico do componente i.
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-3
Como Ji e grad (nui) sao vetores, & possivel escrever, u-

sando ccoordenadas cartesianas

e} ) dy, du du. |
& = 7 (Jix{ + Ji % + Jizjz) . (-*—mj-? T —3% + ;
i=1 Y dx dy dz
(15)
ou
n au, di, dyu,
b = I S Lo T, e s Js, mw&] (16}
i=1 *dx Yo gy dz

A Tigura 2 descreve um sistema descontinuo constituido por
4 compartimentos interligades, onde tanto A e C como B e D sdo
separados por uma membrana semipermeavel e A e B, assim como C

e D, sdo interligados por um capilar de volume desprezivel.

6]

Neste caso, para descrever melhor o sistema, a funcdo de
dissipacao pode ser integrada através das fronteiras entre os

compartimentos. Por exemplo, para o compartimento A,

Ax n duj} Ay n ¢y,
@A = [ ( noJ ix s J asx J { S IR dy (17}
o li=1 dx o ‘i1 ¥ ay

wr

onde Ax e Ay s80 as espessuras das conexdes entre os comparti-
mentos.

A partir da eguacao 17, obtém-se

n
2l [JiAB (E}A = Mip) * Jiae B - “ic}w (18}
m _,__..,_.V. -~ L—.w ,.Vmw,vm»w,w -
AHinm AHiac
' onde Jiap € Tine sao osg fluxos molares do componente i, do com

partimento A para os compartimentos B e C, respectivamente.

De maneira analoga,

n _—
— o " [ 5]
by = i§1 Yisa PHisa ¥ Tigp A”ipn} - (19)
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N o
¢ = iET {JiCA AMeca * Yiep A“icpﬁ (20}
n —
oy = i§1 [JiDB Aipe * Jinc BHinc z1)
Mas Jiap = Yiea » Yiac = “Jica ¢ Jiep © “Jipc © Jipp ©
~Jipn 7 BPiap T "M¥ipa ¢ BMiac ® AWieon ¢ BMyop T bHype ©
Bspp = ~B¥ipp-
Portanto, para um sistema binario,
®a = Jian ¥iap t92an fYoap Y Yiac PMiac tIoac AHone  (22)
®s = Jian Miap v J2a8 Y¥oan * Timp SMipp F Topp AMopp (23
°c = Jinc Minc *Jonc Moac *Irep Miep T I2ep AVoep (24
— . . r‘
®p = Jimp AMqpp tJomp AHomp * Tiep MHien Y aen AMoen (29)

Em um sistema com menbrana ideal, isto &, permeédvel somen

te ao solvente, JBAC = J2BD w5

mentos C e D contém scmente o solvente p

3. Ass =
P2 ® Yiap Aas * Toan oas * Yiac
®s = Tyap PMias * Yonn Monp * Timp

¢ = Yiac Mac

®n = Jimp “¥1pp

uro,

Ay

A,

Ayen

im, as eqguagbes 22-25 sdo simplificadas:

TAC

13D

=0 e Ay

0. Além disso, como og comparti

200

(29)

Considerando a fung¢do de dissipacao do sistema global,

o= 0, 4 bp + 0n 4 9

obtémn-se

(30)
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¢ = 2 + 2 + 2 +

Jian PMian Joan ¥oan Jiac MMiac

+ 2 (31)

JiBp AMimp

Em um sistema onde o volume V de cada compartimento &cons
tante, a membrana & ideal, o liguido & incompressivel e consi-
derando a area de membrana entre os compartimentos A e C igual

a daguela entre B e D,
J = wd . (32)

Introduzindo a equagao 32 na eguagao 31, obtém-se

Lad

+ J {33)

A 1ac BH¥ipe ~ Aagpt-

Jins ¥ * Yoap 2Mons

N

Como ¢s compartimentos C e D contém somente o solvente pu
|

ro, os potenciais quimicos do solvente em C e D sae iguals, de

manelra que

(34}

Miynap = Blype — Aypp -

De acordo com a eqguagao de Gibbs~Duhem,

iy

{

onde ¢ & a concentracdo do componente 1.

Fm um sistema binario,

R Ay 0

“1
e Apz =~ = Ay, . {36}
“2

2 =

Introduzindo as equacbes 34 e 36 na eguacao 33, a funcgdo
de dissipagdo integrada pode ser expressa CoOmo

L J A - El g At
TAB "1AR P 208 1AB
2

* Jiac SMyan

ou
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1 1
7%= 1dap = T Joas * J1ac| AHias (37)
2
i i
Av4
J r.[i

onde c, e 52 sac as medias das concentracces de solvente & so-
luto, entre os compartimentos A e B.
A equacao fenomenoldogica para o sistema pode, entdo, ser

escritsa como

Jp = L Apo o (38)
onde I, & o coeficiente fenomenoldgico
¥
L o= e (39)
A¥qnp B
“1
Como Jy, = Jipp = gm Josp * Jiac ¢ © coeficiente fenomeno-
. 2 :
logico pode ser expresso da seguinte maneira:
; 1y
“1aB T @ 280 J
L = 2 N TAC (40)
AHqan AyaR
<, [J c, ;
T Es Maar T oml Y1AB J
C & A _
ou L = —Z ! b —RE (41)
Alqan Aqpn

— 2 5
B e S
72 {Y2aB T I YiaB
€ ¢4 Jinc
1 = + : . (42}
BUyng Mg pp
©
X 2 5D
B o o s -
Mag, J2AB = JiAB = J (43)

1
5D - . ; =
onds J & o fluxo difusive de soluteo em relagao ao solvente

devido ao processo normal de sedimentacdo.
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Intreduzindo a equacdo 34 na equacgao 42, obtém-se

‘612 SD
— g
_‘522 J1ac
L = + . (44)
PING Blqac ™ AMqpp

O primeiro termo a direita & relativo & sedimentacio e o
segundo & osmdtico. Resumidamente, a equacdce 44 pode ser es-—

crita como

- 2
c o
D

L= b, 17y 107 (45)

Co

2
o : 5D 08 |, ~ ) T

Os coeficlentes L, L e L tém caracteristicas de condu

tancias ou mobilidades e seus inversoes sdo caracterizados como

Sh

resisténcias. Assim, 1/L corresponde & resisténcia ao movie

mento de sedimontacic do soluto e esta diretamente relaclonada

Y

- , , ~ 0Ss , —-
a viscosidade da solucao:r 1/L a resistencia ao transporte

de solvente através da membrana e & inversamente proporcional
& sua permeabilidade ac solvente.

. ey e N S o (32] )

Assim, como ja havia sido indicado, anteriormente , &

pléatrico

com resisténcias em paralelo. BEm wn sistema sem acoplamento os
moético, contendo uma coluna de solugido de concentracac unifor-
me, hid uwma diferenca de potencial guimico de solvente (e solu-~
to} entre pontos a diferentes alturas. Esta diferenga tende a
diminuir por um caminho de resisténcia alta, isto &, através do
movimento das moléculas em um meic viscoso. Se alguns pontos

da solugao gég conectados a um reservatoric de potencial quimil

co (compartimentosg’ontende splvente) através de caminhos de re

sisténcia baixa (membranas de alta permeabilidade ao solvente),
promove-se um curto circuito entre os pontes de diferentes po-

tencials quimicos e ¢ sistema equilibra mais rapidamente.
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JSD pode ser avaliado por analogia ao tratamento descrito

(1}

por Katchalsky para sedimentacdo normal em sistemas conti-

nuos. A equagdo fenomenoldgica que descreve a sedimentacdo nor
mal, no caso de uma solugdo binadria em centrifuga, se resume em

dy
g0 o L 8P 2 | (46)
dr

onde r & a distdncia entre eixo de rotacidoc e a célula.

. . . 8D . . .
No sistema descrito na Figura 2, como J nao. varia com Y no ca
pilar que une os compartimentos A e B, & possivel integrar e

equacao 46 entre estes compartimentos, obtendo-sc

Ay
g0 L o SD__2B (47)

(rp = 1)

O poténcial gulmice do soluto sob acgdo de um campo iner-

cial & expresso Como(?)
2
0 ] e 2 r
Ho = 1y @ RTlncZ - M2 (1 = vzp} w " o (48)
onde MZO & o potencial guimico padrao: 52 & o volume especifi-

co parcial do scluto; p @ & densidade da solucdo; r & a distén

cia en re o elxo de rotagio e um ponto da célula de centrifuga
gac: w & a velocidade angular e M2 & ¢ peso molecular do solu-
to.

BT In

Bloag =

Introduzindo a eguagdo 49 na equacaoc 47, obtém-se

LSDRT C.

- (rpy" - r, ")
JSD = in 2h + LSD Mz (T-uvzp) m2 B A
(rp -~ ) Cap 2ry = x,)
{(50)

A equacao 50 pode ser simplificada, utilizando o coeficien

(1)

te de sedimentacdo S, para uma solugdo bindria



19

S = (31)

e 0 ceoeficiente de difusdo D
RT
D= L7 — (52}
onde 32 & a concentracac média entre os compartimentos A e B.
Portanto introduzindo as equagdes 51 e 52 na equacdo 50,

obtémn-se

c., D c . ? - r 2y
o P . - il L
gP o 7 In ~22 4 5, 5 o* B Ao, (53)
(xB - rA) Cop 2 (rB - rA)
Por outre lado, J1AC pode ser expresso Como
" 0S8 c
d?AC = I €AU1AC - AUTBD) . (54}

Mas a diferenca de potencial quimico do solvente entre os dois

compartimentos superiores & dada por

Agnc =

pois o8 compartimentes A e C estdo sujeitos a mesma pressio hii

iy

drostatica. Mas considerando que ¥, - I

B 7 muite maior gue a

espegsura Ar do compartimento A,
c. ., - .
= RT In AR + V., Ap wz e (56)

Ay c 1
1D

T80

onde Ap = T : V, & 0 e molar parcial do
P Puolucio Psolvente # V1 © volume mo pe <

solvente.

Introduzindo ©s valores de Au e Au na equacao 54,
1AC 4

1BD
- obtém-se

) - | (2.2 o 22
C‘ e - —,
J?AC - LO” tﬁf In 1A B V1 Ao w2 B A ] {57)
' c 2
1B
Congiderandce a condicdo inicial, onde Cia = O1p
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o
05 12C : (58)

€1a ® %m

¢ca motriz:

0S5 - .. . - - '

L°7 & diretamente relacionado & permeabhilidade da membrana ao
solvente.

E intercssante avaliar o fluxo meolar de soluto do compar-

timento A para o compartimento B. Confeorme a equacao 43,

c

| S 2 .

Topp = T + == T (59)
“q

Além disso, come se trata de um sistema binario onde o vo

lume de cada compartimento @ constante,

av av
2 S (6O}
at at

onde VTA e v?“ sao os volumes parciais, regpectivamente, de sol

vente e sclute ne compartimento A

A equagdo 60 pode ser, também, expressa como

dn., _ dn,,
v, —% . L7, N (61)
di dt

onde VT e vz sao os volumes melares parciais de solvente e so-

luto, respectivamente e segundo a equacao 2,

an
2A
L . A (62)
at 2h 2LB AR
dn1A _
€ A %12 = J1an Pap * Yiac Pac (63)

onde AAC & a area da membrana gue separa 0s compartimentos A e

Cs AAB e a area transversal do capilar gue liga os compartimen
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tos A e B.

Portanto,

Vo Joae Pan ® = Vp Wias Bap * Jiac Pac!
v A
2 AC
ou  Jyap < 5 Tong ™ Y1ac A (64)
1 AB

Introduzindo a equagac 64 na equacaoc 59, obhiténm-se

Y 2AB 2 7 2AB TAC A
1 1 AR
Y “ ¢ B,
D ) Pre
ol Tonp = o7 ! Tm — Jo :7 _AC J?AC ) (65)
CqVy GV, €1 Pap

Introduzindo-se as eguagdes 53 e 57 na eguacac 65, obteém—
se o fluxc molar de solute do compartimento A para o comparti-

mento B.

S — 2 2
~ CaVy 1 [ cyy g Ty Ty
J?AB S I b T 5 TR A = 1Y -
- c.V, + oV {r. —x._) c 2
171 22 B iy - 2B -
. 2 2
. A ¢ {r -, [
[ oter B
- LOV SBE Ry in 1B V1 Apmz B A J‘ . {66}
Bap L 1B _ 2 .J

Rearranijando a equacio 66,

o,V D c A o
2 1 1 7y 0s “ac 15
JEAB TV, 5.0 < (r ) 1n c - L ;———" RT in —— +
171 272 L B~ A 2B SAT C1p
i v, 2
s A V,Ap {x - T )
+ S LO S M:%};g ___ml___‘_ ( T - ) o B A
1 A c B A 2 {r.. - 1r.)
AB T B A
(67)

& possivel definir um coeficiente de gsedimentacao aparente pa-

ra o scoluto.
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A V., Ap
Spp = 5 ¢ 0% JAC l (ry = 1,) . (68)
’ A c
AR 1
Para uma solucao binéria(éj},
4 " Pgolucdo ~ © (69)
&
Ap = Psolucio ~ P1 ° %2 (1 - pqv,) . (70)

Introduzindo as eguagdes 69 e 70 na equacdo 68, obiam--se

s LT B, (= - VL)
AP 1 4+ AL v sl 2 (v, ~ 1) . {(71)
S S A 7(—L-~ v..) B A
AB = 2

A equacao 71 permite prever a influéncia de varios parane

tros sobre a relacdo STP/S em experimentos de osmocentrifuga-
Lt

ciao. Por exemplo, a Ficura 3a ilustra como a permeabilidade da

memnbrana influi schre o valor de /8, congiderando-ze uma §O

lugio 0,01 g°m1W1 de albumina (8 = 4,5 x 10713 s, ?2 = 0,734
3 iy | B o B o
cun”.g ) em urns celula onde ‘AC/AAB = 10 e Ty = Ty = 10 cm. A

SAI?

Figura 3b mostra a varizcéo de SAP/S com © valor de rT_S-_rAf ad
0s w11

: ) . - o 4 ‘o _
mitindo-se I = 2 x 10 5 moel cm  , valor costimado para as

membranas de acetato de celulose utilizadas nests tese. A cux

a de 8. 5 em T ) > AL , anten T 5 1o &
va de “AP/S em funcao de AAC/AAB‘ mantando Ty o= Ty 10 om, 2

andloga a apresentada na Figura 3b.

Para particulas esféricas, o ceceficiente de sedimentacio

S pode ser expresﬁo(44) como
2
(b, =~ p ~ ) a
g - 2 solucao (72)
18 ”solugﬁo
onde 1 & a viscosidade da solucdo e d @ o diametro da.

solucdo
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particula.

A eguacgao 71 pode, entdo, ser escrita como

1 —
0S8 (—— — v.}
'SAP 18 risalucﬁo L AAC o P9 2 ; )
— = 1 o+ V., — (1. - X ) (73}
S (o, - o -data -5,y B A
2 solugao AB — 2
c
2
ou
0S :
<
Yarp 1 18 "solucdo e
R - - 2 X
s [:—g - C2 {1 = quz) - p,!]d AAB
1 —
(— — v,)
- P4 2
1 vy 74
V'I(_,l_,.:;;)(B 2 (74)
= 2
2
Consilderando~se uma ceiula onde AAC/AAB = 10, T = Yy =
10 em e 12% = 2 x 10777 s.mor™V.en™? e admitindo v, = 0,734
cm3,g_ constante, @ possivel avaliar a variagdo de Spp/g com
i S | A, e - ""1 . .
o diametro da particula, em solugao 0,01 g.oml (nsolugéo =
0,01 gncm“?ﬂswq), conforme a Figura 3c¢. A variacao de S _./8

AP

com a concentracace de goluto ¢ para particulas de didmetro da

2.!’
ordem de 4 nm (difmetroc de algumas proteinas globulares) & a-
presentada na Figura 3d.

A partir da Figura 3 e das eguacdes 71 e 74, épossivel i

ray as seguintes conclusdes:

i) A osmocentrifugacdo se torna particularmente interes

sante guando aplicada a particulas peqguenas (d < 10 nm);
- - . . o . (42)
1i)} Como 3a havia sido comprovado anteriormente ,  enl

experinentos com dextrana azul e gamaglobulina, ¢ efeito do a-
coplamento osmoticeo & mails intensc quanto maior a concentracio
da solucao:

iii) Na construcao de células de osmocentrifugacdo, &€ a-

conselhavel que o valor de A seja maximo. 0 valor de

AC/AAB



SAP/S aumenta, também, com a altura da célula. A altura & li-

mitada pelas dimensdes da centrifuga, mas verifica-se (Figura
3b) gue mesmo em células de 1 cm de altura, o efeito do acopla

« mento osmbético € ainda bastante significativo (SAP/S = 22).

iv) O fator primordial para o bom desempenho da osmocen—

trifugacdo & a existéncia de membranas de alta permeabilidade

(LOS > 1 x 10"12 s.molmq‘cm—’&).
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3. APLICACAQ ANALTTICA DA OSMOSSEDIMENTACAQ:

DETERMINACAO DE PESO MOLECULAR

3.1. INTRODUGAO

A determinagao de pesc molecular & muito importante para a
identificagaoc de compostos monoméricos, sendo um dado essencial
na determinag¢do de suas estruturas moleculares.

P sistemas polidispersos, como na maioria dos polimeros
sintéticos, o peso molecular perde a sua importincia no estabe
lecimento da fOrmula molecular mas se torna de grande valia pa
ra explicar as variacCes dasg propriedades fisicas guando as pro
porgoes dos componentes de diferentes tamanhos de cadeia variam.
Por exemplo, polimeros de pesos moleculares muito baixos nao

-

formam filmes, enguanto que a resisténola a tragao e a elonga-
gao até a rupturs aumentam acentuadamente para alguns polime-
ros na faixa de peso molecular entre 50000 e 200000 daltons.
Pox outxo lado, o aumento do peso molecular provoca um substan
cial aumento na viscosidade do polimero fundido, dificultando
a extrusaoc e oulrog processos de fahricagﬁo(45).

Assim, o conhecimento da distribuigio de pesos molecula-
res pode fornecer impoxtante informagao para a otimizagao das
propriedades fisicas de polimercs sintftices, através do con-
trole das condigGes de polimerizagao. A distribuicioc de pesos
moleculares indica as proporgdes de todas as espécies presen-
tes na amostra, fornecende uma caracterizagac praticamente com
pleta de sistemas heterogéneos. Uma caracterizagiao menos com-
pleta, mas gue pode fornecer informagac necessaria e suficien-
te para uma aplicagao particular, & obtida peladeterminacio de

uma ou mais meédias de peso molecular.
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Outras propriedades de pollimeros sintéticos gue variam com
o peso molecular sdo a temperatura de transigao vitrea e a so-
lubilidade, cujo controle se torna importante quando o material
& exposto a variacoes de temperatura ou entra em contato com a=-
gua e outros solventes.

No caso de polimeros bioldgicos, a determinagac de peso mo
lecular pode ser essencial para a compreensao de suas fungoOes
bioldgicas. Moléculas de protelnas, por exemple, podem ser com
paradas, a principio, com polimeros sintéticos. Neles, as uni
dades monomericas se unem através de ligagoes covalentes for-
mando estruturas primarias de cadela longa, gue por sua vez po
den formar agregados instaveis, de composicao variavel e, por-
tanto, sem pesgo molecular definido. Considera-se, assim, 0 pe
so molecular do polimero como sendo referente as estruturas
nao agregadas. Quando se trata de proteinas, porém, em certas
condigoes, alguns agregados bem definidos predominam e sao res
ponséveis por determinadas funcoes biolégicas(46), Eo caso da
hewoglobina, de peso molecular 67000 daltons, formada por 4 sub
unidades. Quando dissolvida em solugﬁo concentrada de ureia,
poxr exemplo, a proteina se disscocia em 2 metades contendo 2 sub
unidades cada uma. De acordo com o critério aplicado a polime
ros sintéticog, a unidade de 67000 daltons seria apenas um a-
gregado. Porém, os quimicos de proteinas a reconhecem como sen
do & molecula nativa de hemoglobina, que forma cristais perfei
tos, mostrando alto grau de regularidade interna e que funcio-
na como estrutura altamente integrada nos processos bioldgicos,
onde as 4 subunidades presentes se mostram fortemente acopla-

dasg.
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3.1.1. Médias de Pesos Moleculares

Como a maioria das amostras poliméricas contém es-
pécies com diferentes comprimentos de cadeia, medidas de peso
molecular fornecem valores médios e a natureza das médias de-
pende das propriedades que estao sendo medidas.

Na deterxminagao de pesos moleculares através das
propriedades coligativas de solugdes, cada molécula, seja qual
for o seu tamanho, contribul igualmente para ¢ efelto ohserva-
do, de maneira que o mesmo resultado & chservado se o peso to-
tal do sistema for distribuido igualmente sobre todas as molé-
culasg do sistem&(47). Define-se, entao, o pego molecular mé-

dio em nimero, M, EXpressc por

fn, M,
; i+ 7T
M I e ———— ( 7 5 }
T
Lon,
. i
i

onde Mi & 0 pesc molecular de cada componenite i e ny & o nime-

ro de moléculas deste componente presentes. Nadeterminacgao de
ﬁh deve-ge tomar egpecilal culdado para evitar a presenga de im
purezas de baixo pesgo moleculer, gue podem alterar significati
vamente o resultado.

Por outro lado, se a propriedade cluservada for proporcio-
nal ao tamanho das moléculas em solugdao, obtém-se ¢ pesc mole-

cular nmedic em DEE0, ﬁﬁ, definido pox

L ow, M, ¥ n, M.2
N i i i 5 i i
Mw = = A{76)
LW, L n., M, '
. i . i 7L
i i

onde Wy & o peso do componente i. Este tipc de média & mais

sensivel aos componentes de alto peso molecular. Em sistemas

monodispersos ﬁ& = ﬁﬁ, sendo a razio ﬁﬁ/ﬁﬁ’ uma medida de poli
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dispersidade.

Outra média de interesse para a interpretagac  do

(47,48) .

comportamento de polimeros em solucgao & a chamada média

em z, definida por

P ni M.,
i -:L

M, = S | (77)
z z n, M‘z
i 1

e que & mals sensivel ainda a espécies de alto peso molecular
que Mw”
0 peso molecular médio determinado por viscosime-

tria ﬁ§ pode ser expresso por
;@ L/a
i

A E— (78)

onde a & uma constante para um dado gistema polimero-solvente

e varia entre 0,5 e 1,0. guando a = 1, ﬁ% = ﬁ@'

propriedades fisicas de polimeros sintéticos sdo di

retamente relacionadas com uma nu outra das diferentes maedias

. 45,49 . o . =
de peso molecular( ‘ /). A viscosidade do polimero fundido &

diretamente proporcional a ﬁg, A resistincia & tragdo parece

relacionada a uma média entre ﬁﬂ & Mwm A resisténcia ao impac

to parece mais relacionada a ﬁﬁ°

3.1.2, Metodos Fisicos para Determinagdo de Peso Molecular

Pesos moleculares de polimeros podem ser determina
dos a partir de metodos {isicos aplicados a solugdes diluidas
ou por andlise guimica de grupos terminais., Os métodos quimi-
cos sao viaveils somente para pesos moleculares abaixo de 25000

daltons, enguanto que os fisicos podem ser aplicados a polime-
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(50)
ros de alto peso melecular .

Os principais métodos fisicos para determinacdo de
peso molecular de polimeros sintéticos e bioldgicos sao osmome
tria; espalhamento de luz, equilibrio de sedimentagio, veloci=-
dade de sedimentacao e difusao, viscosidade e cromatografia de
permeacao em gel. Com excegao dos 2 Gltimos, todes sdo méto-
dos absolutos, isto &, gque nao precisam de calibragdes prévias.
Além dos referidos acima, alguns métodos, tais como eletrofore

se em gel de poliacrilamida e poliacrilamida-8DS, zao particu-

*

larmente Oteis na determinacao de peso molecular de proteinas.
Os métodeos envolvendo equilibrio e velocidade de sedimentagso
serac vistos com maiores detalhes no item 3.1.3. COs principios

doo demais motodos sao apresentados a seguir.

3.1.2.1. Osmometria

A pressao csmdtica, além de sua importan-
cia fisioldgica na determinagao do fluxoe de liguideos em orga -
nismos vivos, & de particular intevesse na determinacao de pe-
so molecular de macromeléculas e no estude das interagoes en-
tre elas. As nedidas séo geralmente Gteis em uma faixa de pe-
sos moleculares entre 20000 e 500000 daltong. Acima dissoa ra
zac entre pressio osmotica e concentragdo & multo baixa, de ma
neira gque os crros experimentals sdo maiores e abaixo desta fal
xa ha limitacoes dag membranas disponiveis(46).

A bage para a determinacio de pesos mole-

culares a partir de medidas de pressao osmdOtica estd na equa-

cao de van't Hoff, que para um sistema bindrio ideal &

il 1
e EE e {(7%2)
RTc. M

2 2
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onde 7 @ a pressac osmdtica, ¢, € a concentragdo do soluto, M

2 2
& o peso molecular, T & a temperatura absoluta e R & a constan
te dos gases ldeais.

Assim, se o soluto gue nao difunde atra-
vés da membrana semipermeidvel estiver presente em concentragao
suficientemente baixa e tiver um comportamento ideal, a pressaoc
osmbtica & numericamente igual & pressdc que o mesmo nimero de

moléculas de soluto, ne mesmo volume, exerceria sobre as pare-

des do recipiente se estivessem presentes como um gias.

Entretanto, a maloria das solugGes macro-
moleculares desviam bastante da eqguagac de van't Hoff ¢ a pres
sao osmOtica @ welhor relacionada ac peso molecular mé&dioc em ni
mero, ﬁn, através da expressao

| T 1

——zm o R :""ﬁ“

CZ Mn

2
BOSCZ A COSC2 + ... (80)

onde B s&0 coeficientes de virial e podem ser determi

os'Cog "
nados experimentalmente.

Macromeléculas carregadas, tais como pro-
teinas e polieletrSlitos sintéticos sofrem, normalmente, gran-
des desvios da idealidade, produzindo pressces osmdticas maio-
res que o esperadc para macromoléculas nao carregadas, devido
& presenga de contralons ligados ao polimero, que podem provo-
car um efeito osmbtico elevado (efeito Donnan) . A adicao de
sais, aumentando a forga idnica do meio, minimiza este efeito,

fazendo com que o peso molecular determinado corregponda ac do

macroion somente. A carga do macroion afeta, tambdm, conside-
ravelmente a inclinagao da curva 7/c, versus ¢, e normalmente
se minimiza esta carga, por exemplo, ajustando o pHde solugdes

de proteinas a valores préximos do ponto iscelétrico.
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Entre os coeficientes de virial, o segun-

do, & normalmente o Gnico considerado em solucdes dilui-

B
0s’
das. A termodinamica classica ndo fornece nenhuma informagdo

sobre a origem do segundo coeficiente de virial. Interpreta-

¢Oes moleculares a seu respeito sdo fornecidas pela termodind-

(51,52) e . 3 ; )
.BOSesLa diretamente relacionado com o©

volume excluido das moléculas, isto &, o volume da regido ac re

mica estatistica

dor do centrco de uma dada molécula, onde outras molé&culas nao

(46)

poden penetrar . A disténcia entre os centros de duas mold
culas esféricas rigidas nao pode ser menor gue os seus didme-
tros, de maneira gue uma molécula excluil um volume maiorn gque
seu espago fisicamente ocupade. Quando se congideram molécu-
las esféricas, rigidas e nic interativas, o seu volume exclui-
do & 4 vezes maior gue o volume real da molécula. Para molécu
las cilindricas, a ndo idealidade aumenta com a relagldo compri
mento/dlametro, sendo o coeficiente de virial uma medida da as
gimetria das moléculas.

Moléculas flexlveis, porén, como & o Caso
da maioria dos polimeros em solucdo, tendem a assumir uma con-
figuracas enovelada ao acaso, sendo as dimenzdes deste novelo
altamente sensivels ds interagbes soluto-scluto, solutc-solven
te e solvente~solvente. Assim, no caso de polimeros flexiveis
em solugao, o segunde coeficiente de virial fornece mais infor
magac sobre as interagbes qgue sobre a geomelria de particala.

guanto melhor o solvente, maicr o valor de B Solventes po-

cs”

bres podem fornecer valores negativos de BO“'
[}

3.1.2.2. Espalhamento de luz

Todo meio material que refrata luz também
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a espalha devido ao campo rapidamente alternado da luz, gue in
cidindo sobre as moléculas as transforma em dipolos elétricos
oscilantes, gue emitem radiagoes em todas as diregdes. Molécu
las perfeitamente arranjadas, como em um cristal perfeito a0 K,
produzem um espalhamento total nulo, devido & interferéncia des
trutiva de suas vizinhas. O mesme aconteceria em solucao se
5 ‘ 10y = ) = (46)
nao houvesse flutuagoes de concentragao .

Em uma solugao macromolecular, a intensi-~
dade espalhada estd relacionada com a concentracao, com O peso
molecular da amostra e, também, com a diferenga entre os Indi-
ces de refracgao do polimero e do solvente. Um critério impor-
tante na escolha de um solvente para medidas de espalhamento de
luz & que o seu Indice de refracgac difira substancialmente da-
gquaele da amostra.

| A equacao biasica para medidas de espalha-
mente de luz, a partir da qual se determina ﬁ@ € andlecga a4 de
van't Hoff para osmometria:
Ko 1 BLS sl

R (81)

Re Mw (&) RT

onde K & uma constante para uma série de medidas e & calculada
a partir do indice de refragao do solvente e do comprimento de
onda da Juz indicente; ¢ & a concentracgao do soluto; Re & a in
tensidade da luz espalhada no angulo 0, ohservada experimental
mente; P(0) & uma fungao do dngulo de medida e do tamanho das
moléculas dissolvidas, tendo um valor unitiirio a &ngulo zero e
valores progressivamente menores, gue podem ser calculados, pa
ra &ngulos maiores e pesos moleculares crescentes. O coeficien
te de virial BLS & duas vezes maior que aguele determinado por

pressgao osmbtice, quando se consideram os volumes cspecificos
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parciais de cada componente da solugao independentes da concen
tragao e presséo(53’54).

A determinagao de peso molecular, de ma-
neira simplificada, envolve a medida de intensidade da luz es-
palhada em um angulo (usualmente 90°) para uma série de concen
tragtes. Apds a avaliagao de K, um grafico do primeiro termo
da eguacao contra concentragao produz uma linha reta que pode
ser extrapolada & concentragac zero. Esta interseccao fornece

o valor de SN .

My, P(8)
Un procedimento largamente utilizado, po-

rém, consiste na dupla extrapolagdo de valores de (Kc/Re), me-
didos a varias concentragdes e angulos, & concentragdao zero e
angulc zero. O diagrama resultante & chamado grafico de Zimm

0 metode & normalmente aplicado a amostras

de peso moleculor superior a 10000 daltons e sua sensibilidade

aumaenta com o peso molecular.

-

Viscosimetria & um dog métodos mais lLarga
mente utilizades para caracterizagao de polineros devido & ra-
pidez e siﬁpliaidade experimentai{éS). Entretanto, € um méto-
do relative, que requer calibragao para cada tipo de polimero
e cada solvente usado, em uma faixe de pescs moleculares que
permita estabelecer uma curva de calibracao confidvel.

Determinam~se as viscosidades de solugles
de diferentes concentragoes, comparando-as coma viscosidade do
solvente, Nyr © obtendo-se ¢ valor da viscosidade especifica,

Nsp’

{(55)



5P - el : (82}

Devido a interagdes entre moléculas, nsp/c & dependente da con
centragéo e um grafico de nsp/c contra ¢ fornece nornmalmente u-
ma linha reta que permite extrapolagac & concentragaoc infinita

Obtém-se, entao, o valor da viscosidade intrinseca, [n]:

n, '
[n] = 1im =22 | | (83)
cro  C

A viscosidade intrinseca & relacionada ao

peso molecular da amostra pela equagao 84
: _ — a
[n} =& M, (84)

onde K e a sa0 constantes para um determinado sistema polime-
ro-solvente, determinadas exparimentalmente 9ox°calibragﬁes Com

amostras de peso molecular conhecido.

3.1.2.4. Cromatografia de permeagio em gel

Métodos envolvendo peneiras moleculares
vem sendo extensivamente usados para fracilonamento, determina-
¢ao de peso molecular ¢ estude de interagoes entre macromolécu

las,

za uma coluna cromatogr&fica empacotada com particulas porosas
de um material foxmédor de gel. O tamanho do poro & da mesma
ordem dag dimensCes do novelo do polimero. Quando uma solugao
de polimerc & introduzida na coluna, as moléculas podem se di-
fundir pela estrutura porosa. 5 difusdo de moléculas grandes
de polimero, entretanto, & restrita pelo tamanho de poro dispo

nivel. Algumas sdo completamente excluidas dos poros e eluidas
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da coluna em primeiro lugar. Moléculas menores Lém maior tem-
po de residéncia devido a sua habilidade em penetrarc;interiér
das particulas porosas. Os tempos de retengao das diferentes
espécies variam inversamente com os tamanhos moleculares. Ade
tecgao do polimero eluido pode ser feita por métodos espectro-
fotométricos(SGJ.

Variando~se o material formador de gel, &
possivel separar e estudar pdr cromatografia solutos de peso n
lecular entre algumas centenas até milhoes de daltons. Porém
estes materials devem obedecer aos seguintes critériocs: (1) ter
forte afinidade pelo solvente, (ii) baixa afinidade pelo sclu-
to e {(iii) o gel deve ser suficientemente rigido para suportar

1
(J7). Um certo

o empacctamente na coluna e o fluxo de solvente
ninere de materjais satisfazem o critério acima, por exemplo,
dextranas reticuladas (Sephadex, Sephacryl), peliacrilamida
(Bio-gel), agarcse (Sepharose), vidro poroso {Bio-~glass) e géisg
de poliestireno (Styragel).

A cromatografia de permeagac em gel tem pa
pel importante na purificagido e caracterizagdo de milhares de
enzimas,p@lissacaxide&s, acidos nucléicosg, proteinas e outras
macromoleculas bioldgicas. Tais macromoléculas formamuma clasg
se de substiéncias com fungaes especlials, controladas "in vivo"
por pequenas variagtes do meio. Mudangas de pH, concentragao
de Ions metiZlicos, etc., podem ter efeitos pronunciados sobre
as meléculas estudadas. A cromatografia em gel permite a de-
terminagao de peso molecular ou tamanho de proteinas nativas ou
desnaturadas sob uma variedade de condigoes de pH, forga idni-
ca, temperatura, etc. Os Unicos reguisitos sao uma coluna

empacotada com o gel apropriado e uma série de proteinas pa -
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drdes para calibra-las.

0 método vem tendo aplicag@o crescente tan
bém no fracionamento e determinagdo de peso molecular de poli-
meros sintéticos, embora nao seja muito apropriado para separa

-
gao de polimeros de alto peso molecular(SB’Jg).

3.1.2.5, Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese & definida como a migragao
de particulas seob a influéncia de um campo elétrico, podendo

ser efetuada na auséncia ou na presenga de um meio estabilizan
te, que evite convecgao. Entre os melos estabilizantesmais u-
tilizados estao acetato de celulose, agar, gel de amido e poli
acrilamida. A presenga destes materiais na eletroforese evita
problemas na estebillizacgao das fronteiras de wmigragae de fons.

O gel de poliacrilamida tem aplicagao lar
gamente difundida na cervacterizagace de amogtras de proteinas,
apresentondo varias vantagens zobre os demals suportes para e
letroforese. £ um gel flexivel e transparente e pode ser uti-
lizado em uma largs faixa de concentragao. Se a concentragao
4o gel for baixa, proteinss distintas sac diferenciadas somen-
e com base na densidade e distribuigéo de cavga. Porém, se a
concentragac do gel for suficiente para "peneirar" as molécu-
las, as suas mobilidades serao influenciadas, também, pelo ta-
manho molecular(GO).

Juntamente com a amostra de protelinas, @&
intreduzido na coluna de gel um corante (normalmente azul de
bromofenol para sistemas anidnicos e verde de metila para sis-
temas catidnicos) e a eletroforese & efctuada até que este mar

cador atinja o fundo da coluna. As posigoes finails de cada pro
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teina sdo detectadas visualmente, através da imersdo do gel em
uma solugao de revelador (amido black, &cido periddico, etc.).
Os pesos moleculares de proteinas podem

ser estimados a partir de mobilidades relativas (m
(61)

R) em diferen

tes concentragdes de gel , utilizando-se a equagao

logm, = - X, ¢, + logm 85

I R ‘@ g Mo : (85)
onde ¢, & a concentracgio do gel, m, & a nmohkilidade relativa &
concentragao zZero e KR & o coeficiente de retardamento. HON é

uma fungao da protelna e depende da carga, forma e tamanho. K,

=
i

depende do grau de reticulagao do sistema, da forma das molécg

lag e do peso moleculer. Fazendo-se um gréfico de log N de

proteinas.padrio contra concentraczo de gel, se obtém linhas
retas de declividade “Kpe O grafico de Kp
e

lar fornece wna linha reta a partir da gqual se pode obter o pe

contra pesc molecu-
so molecular de proteinas desconhecidas.

3.1.2.6. Bletroforese em gel d=

poliacrilanida - 8DE

0 detergente dodecilsulfato de s&dio (8DS)
disgsoclia protelnas em suas cadeiss polipeptidicas constituin-
tes. A eletroforese em gel de poliacrilamida em presencga de
SDS separa as cadelas polipeptidicas de proteinas de acordo com
seus pesos moleculares. A técnica & particularmente GLil para
andlise de sistemas multicomponentes tais como enzimas comple-
xas, virus e membranas, gue sac freguentemente dificeis de dis
socliar por outros métodos(6l).

Embora m, em geis de poliacrilamida seja

fungao da proteina, na presenca de SDS, m & aproximadamente



(62)

constante ; independentemente da proteina e do peso molecu-
lar. Assim, se o grau de reticulacao e o fator forma sao man-

tidos constantes, log m, & fungdo direta do peso molecular.

R

0 método & relativamente simples e rapido
reguer equipamento nao muito caro e quantidades da ordem de mi
crogramas de proteinas. Os resultados sido reprodutiveis e di-

ferem no maximo em 10% dos pesos moleculares obtidos por ou-

tros metodos para proteinas entre 15000 e 200000 daltons.

3.1.3. Ultracentrifugacao Analitica

Na superficie terrestre, todos os objetos estioc su
jeitds a uma forga dirigida para o centro da Terra igual a sua
massa multiplicada por 1 g, onde g & 2,80 m/sz. Esta forga gra
vitacional & responsivel por fenfmenos bem conhecidos. Por e-
xemplo, a formacao de depdsitos de argila se deve 4 sedimenta-
gao de particulas carregadas pela dgua dog rios.

ouando uma particula se movimenta em um meio visco
so, ela estd sujeita também a uma forga de atrito contraria aoc
gseu movimento e proporciconal & sua velocidede. Quando a parti
cula adgquire uma velocidade tal gue a forga de atrito anula a
forca gravitacional, ela passa a se movimentar com velocidade
constante.

Medidas de velocidade de sedimentagac de particu-
lag suspensas em um ligquido ou em um gis sob gravidade foram

. , . - 63-~65
realizadas no inicio do seculo( 2)

com o objetivo de deter-
minar tamanho de particulas, conhecendo-se o coeficiente de a-
trito, a densidade da particula e do meio. Porém, a intensida

de do campo gravitacional terrestre impSs um limite bem defini

do a aplicagio destes métodos de medida. Somente particulas re
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lativamente grandes e de densidades elevadas podiam ser estudg
das desta maneira. Para a investigagdo de coldides e polime-
ros em solugao, fol necessirio aumentar muitas vezes a intensi
dade do campo inercial. A primeira tentativa neste sentido foi

conduzida por Dumansky(66)

em 1913, utilizando centrifugas co-
muns de laboratdoric. O campo geradoc em uma centrifuga & seme-
lhante ao canpo gravitacional; entretanto, sua intensidade po-
de ser muitas vezes superior. 0Os resultados de Dumansky, po-
rém, foram inga?isfatérios, devido a problemas de convecgao.

st 1923, Svedberg e Nichols(67)

construliramuma cen
trifuga optica (campo inercial = 150 g), onde a sedimentacao de
particulas era acompanhada por observagac direta ou por foto-
grafias. O sistema fol posteriormente aperfeicgoado por Svedberg

(68)

e Rinde intreoduzindo as células em forma de vetor para evi

tar convecgao e dando origem & primeira "ultracentriIfuga® (canm
po inercial = 5000 g), asgsim chanada por permitir o "estudo de
particulas gue nao podiam ser vistas no ultramicr&saépio"(gg).
O cbhijetivo inicial era o estudo de sdis de ocuro, nas Logo se ve
rificou, gue o ingstrumento era potencialmente Gtil para a in-
vestigagao de proteinas, desenvolvendo-sce a ultracentrifuga pa
ra ugo em velocidades de rotacgdo cada vez mals altas. Atual-
mente, o nome "ultracentrifuga" foi generalizado para centrifu
gas de alta velocidade, independentemente da presenga ounao de
sistema &ptico.

0 movimento de moléculas ou particulagpequ@nassug

pensas em uma solugao, expostas d acdo de um campo inercial,

130 € deterninado somente pela sua sedinentagio, mas Lamhin i

la difusac. Quando ha variagOes de concentragac entre pontos

distintos de um sistema, a difusao tende a minimizad-las, resta
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belecendo a igualdade de concentragdes. Se uma solugdo & man-
tida sob agéo do campo inercial por um tempo suficientemente
longo, o estado de equilibrio de sedimentagao-difusao & alcan-
gado. Isto significa que, durante um intervalc de tempo, a
quantidade de moléculas gue deixa uma regido do sistema devido
a sedimentagao & igual aguela gue migra em diregdo & mesma re-
giao devido & difusao. De maneira andloga, a atmosfera ao re-
doyx da Terra & impedida de se difundir indefinidamente em dire
gao ao espago devido & agdo da sedimentagdo, enquanto que a di
fusdo evita que ela se deposite como uma densa capa em torno do
planeta{70).

0 peso molecular de polimercs em solugao pode ser
determinado, medindo-se a velocidade de sedimentag@o das macro
moléculas em um campe inercial ou através da determinacgdo da
distribuigao das macromoléculas no equilibrio de sedimentacio-

difusac.

3.1.3.1. Velocidade de Sedimentagao

A forga centrifuga gue atua sobre um mol

(71)

de macromoléculas em solugio , s0b agao de um camnpo inercial

e - 2 - - N
1) Mz{lvw vzp)m ¥, onde Mye o peso molecular, p ¢ adensidade da
solugao, §2 & o volume especifico parcial do soluto, o & a ve-

locidade e r ¢ a distdncia do eixo de rotagao; (1 - v,p) éo fa

2
teor de flutuagao devido ao empuxo.

A forga de atrito é £ dr ;, onde £ & o coe

dt
ficiente de atrito por mol e t & o tempo. Igualando as duas

{71)

forcas, abtém-se

_ 2 dr
Mz(l = V,p) wix = £ — - (86}
dt
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e para uma solugao dilulda
£ = — ' (87)

onde D & o coeficiente de difusdo.

Considerando-se que o coeficiente de atri
to efetivo na difusao €& o mesmo gue atua na sedimentagdo, ob-
téem-se

Rp dr/dt RTS

sz — w 5 = (88)
D{lL - vzp) woxr D{1L - v?p)

onde 5 € o coeficiente de sedimentacao, que & caracteristico
para una espécie molecular em um dado sistema, em uma dada tem
peratura. Esta & a formula fundamental para calcule de peso mo
lecular a partir da velocidade de sedimentag%o, Para isto, de
termina-se, experimentalmente, além da velcocidade de sedimenta
gao do scluto em um campo inercial conhecido, o coeficiente de
difusao, o volume ecspecifico parcial do soluto ea densidade da
solugao.,

O fluxe de nmassa de soluto, JS’ durante a

sedimentagac pode ser descrito pela termodinfmica dos proces-

{1

son irreversiveis

4

, come sendo proporcional ao gradiente de
potencial guimico ao longo da coluna, de acordo com a egquacao

fenomenoldgica 46

du
D
JSL . LSD 2
dr
-5D - o . .
onde L e 0 coeficiente de Onsager e o potencial guinico do sc

luto, u,, & dado pela equagao 48;:

. O m —
pz(r) = U,k RT In ¢, M

onde ¢, & a concentragdo do soluto.
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Derivando a equagao 48 com respeito a r
obtém-se
duz (r) d ln o, _ 5
T 4 A Mz(l - Vzp)m r (89)
dr ar

e introduzindc a equagao 89 na equacao 46, obtém-se

RT dc
— L}
g =P a - pv?)wzx -5 2, (90)
; ¢, dr
Mas, palas egs. 51 e 52,
. Sn -
. RT L (L - v,p)
T M, 5 .
Cl‘2 (::2
Portanto,
de¢
30 = Sc?mzr - D —2 . | (91)
~ dr

Em uma coluna vertical de uma solucdo ho-
mogénea sendo o solute mais denso que o solvente (8 positive),
inicialmente, o fluxo de soluto para baixo & igual a Sczwzr.
Este fluxo diminui & medida gue um gradiente de concentragao ao
longo da coluna vai se desenvolvendo e se anula gquando a con-~

2

tribuigao da difusio & tal que Sc,w'r = D do,/dr.  Alcanga-se

neste ponte o estado de eguilibrio de sedimentacgao-difusdo.

3.1.3.2. Aproximagso ao Fguilibrio de Sedimentagdo

Archibald (72 propds um método que permi-
te a determinagdo de peso molecular antes gue o eguilibrio éem
ja alcancado, bascado nce fato de que as molé&culas nao podem ul
"trapassar os exbtremos da célula e, assim, os fluxos de molé&cu-
las no menisco e ne fundo sgao iguais a zero. O peso meolecular
pode ser calculado, conhecendo-se os gradientes de concentra -
¢ao nos extremos da cé&lula. Uma das maiores‘desvantagensek:mé

todo, porém, & que a determinagdo de gradientes de concentra-
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¢ao nos extremos da célula nem sempre pode ser efetuada com

grande precisio.

3.1.3.3. Equilibrio de Sedimentacao-Difusdo

O método de equilibrio de sedimentagdo tor
nou-se uma das técnicas mais importantes paraa determinagdo de
peso molecular, por ser baseado em firmes fundémentos termodi-
némicos. Muitas das suposi¢les necess@rias e implicitas no mé
todo de velocidade de sedimentagao estao ausentes no tratamen-
to tebrico do equilibrio de sedimentagio, tornando o método
mais exat0(73'74).

No equilibrio, todas as forgas motrizes se
compensam € du/dr = 0 para todos os componentes em todos os pon

tos da solugac e a partir da eguagdo 89:

&p (1) d in ¢ _
- = 0 = =~ RT N + Mz(i - vzp)wzr .
dr ar
A eguagao rearranijada
- 2
3 Y 1 e .
d In <, M2{¢ vzp}m
) = (92)
dr 2 RT

¢ conhecida como equagdo barcméirica e descreve o gradiente de
concentragio gue caracteriza o estado de equilibrio de sedimen
tagao~difusido de um sistema, permitindo a determinacgdo do peso

molecular do soluto, a partir de observagdes de ¢ enxfung&o{ie

2

.

Admitindo que v.,p & constante a diferen-

2
tes valores de r e levando em consideragao a conservagao de mas

sa(75) a eguacac 92 pode ser integrada, obtendo-se

2 RT (Cop = Cop)

2 w2 (1 ~ %ép) (x ‘. . c

F T ) 2
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onde os indices I e T se referem, respectivamente ao fundo e to
po da célula e ¢, & a concentragdo média de soluto na célula.
Utilizando o método de equilibrio de sedi
mentagac e com o desenvolvimento das ultracentrifugas foram ve
rificados por Svedberg dois aspectos criticos no estude de pro
teinas: elas s3o macromoléculas e s3o em grande maioria mono-
dispersas. Até& entio, as proteinas eram encaradas .como agrega
dos de moléculas muito menores, formando particulas demassa in

definida.

Desde 08 primeiros estudos de Svedberg 0
procedimento classico apds o isolamento de uma proteina passou
a ser a demonstragao de sua homogeneidade e a determinagao de
seu peso molecular por medidas de velocidade de sedimentacdo e
difusdao ou por equilibrio de sedimentagao.

Atualmente, porém, a determinacao fisica
do peso molecular € apenas um dos estdgilos da andlise de pro-
teinas. Alguns métodos especificos para proteinas, tais como
eletroforese em gel de poliacrilamida -~ SDS e determinacdo de
sequéncia de aminocdcidos, surgiram como alternativas importan-
teg As tecnicas tradicionais. Os metrodos de sedimentagac, con
tudo, ainda mantém seu papel de destaque no estudo dos varios
estados de agregagao que as cadeilas de protelna podem assumlir,
reversivel ou irrevex@ivalmente(76). Aléem disso, a andlise por
sedimentagéo € imprescindivel na caracterizacio de macromolécu
las polidispersas, tais como polissacarideos e polimeros sinté

ticos(77’78)

; gue nao sao constituidos por subunidades homogé-
neas e estruturalmente especificas como as cadeias polipeptidi

cas das proteinas,
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SOLUTOS POLIDISPERSOS

Se uma mistura de componentes, cada um se
comportando idealmente, & analisada por equilibric de sedimen-

(74)

tacao , as equagoes 92 e 93 fornecem o peso molecular médio
em peso. Os valores médios ﬁn e M? podem, também, ser obtidos

a partir das seguintes eguagoes:

— ©q (x) .
Moo= (94)
n ¢, dc, (r)

} 2 "2
o M

_ 2 RT d ln (c,M )

M= — - 5 o (95)
(L = v,yp) w dr

onde ¢, (r) & a concentragac do scluto em um ponto cuja distan

]

cia do eixo de rotagao & r.

Dois pontos préticos, porém, devem ser sa
lientados: (4) o c@lculo de ﬁz reguer a segunda derivada de
ln ¢ versus r", o gue & dificil de fazer com precisao elevada;
(ii) para obter ﬁh se deve integrar a partir da concentragao ze
ro. Isto s& & possivel guando a centrifugagio & realizadaa al
ta velocidade, de manelra gue cztenda a zero no menisco.

Uma avaliagdo das diferentes m@dias calcu
ladas pelas equagOes 93, %94 e 95 pode dar informacio a respei-
to da polidispersidade da amostra, uma vez que para solutos iie]
nodiapersos e ideais ﬁw = En = ﬁz. Solutos monodispersos e i-
deais sao caracterizados por uma linha reta, guando 1n %zé co -
locado em grafico contra r2. C inverso, porem, pode ndoc ser
verdadeiro. Quando se tém solutos polidispersos e nio-ideais,
a curvatura para cima produzida pela polidispersidade pode ser

compensada por uma curvatura para baixo devido & ndo idealida-~
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- . 2
de, fornecendo um grafico linear de 1ln czcontra .

SOLUTOS MONODISPERSOS NAO-IDEAIS

A maioria das protelinas globulares apre-
senta um comportamento muito proximo da idealidade,. especial-
mente, em concentracOes baixas. Entretanto, mesmo solugdes de
proteimas, em certas sitvagdes podem sofrer desvios apreciiveis
do comportamento ideal, por exemplo, (i) proteinas com molécu-

las altamente assimétricas, tals como miosina, (ii) proteinas

altamente carregadas em agua ou em solucao tampao muito diluf-
da e {iii) proteinas dissolvidas em solventes desnaturantes,
tais como o cloreto de guanidineo e a uréia(74).

Polimerés sinteticos podem.apresentar com
portamento bastante naoc-ideal, dependendo do solvente e da tem
peratura em gue a0 investigados.

Para solutos monodispersos ndo-ideais, o
valor calculado a partir da equagéd 93 & um peso molecular apa

(53,74,75) ,

rente, qgue depende da concentragio Esta dependén-

cia & usualmente expr@asa(74) em termos de uma expansac de vi-
rial:
1 1 :
Q““‘“ = g’“ -+ BSD CZ ‘ (96)
2ap 2

onde BSD & o coeficiente de virial determinado por eguilibrio

de sedimentagio-difusio; ¢, & a concentragio do soluto eMzapé

© peso molecular aparente do soluto nesta concentracgdo.
Uma extrapolacgao de 1'/M2ap até concentra-

~— }
cao zero fornece o valor do peso molecular real, MZ'
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SOLUTOS POLIDISPERSOS E NAO-IDEAIS

A grande maioria dos polimeros sintéticos
sao polidispersos e se comportam de maneira nao-ideal em solu-
- e . _(79) . . .
¢ao. Para eles, a teoria e mais complexa r poigs a distri-
buicao dos componentes de diferentes pesos moleculares em cada
altura da célula de sedimentag¢ao diferird daquela da amostra o-
riginal e a corregac com respeito & ndo-idealidade depende tan

to da concentragao total como da distribuigdo de pesos molecu-

lares em cada ponto.

H& uma tendéncia em aplicar a equagao 96
para solugOes nao-ideais de solutos polidispersos, simplesmen=-

s ) = . : N .
te substituindo M, por MW e considerando o coeficiente de wvi-

2
rial B igual a B (89)

Sp demonstrou gue a extrapola-

Lo Fujita

gac do peso molecular aparente através da equacgao 96 fornece

realmente ﬁ%n 0 coeficiente de virial cobtido, poxém, difere de

Bia- Quando o peso molecular médio Ez for disponivel, By PO™
" de ser relacionado a qu(SB), atraves da expressao
B
. SD -
Bre = - - 7 5T (97
.l M (l - V;,,O) (r1 - rrp )U-)
1 4 Z I o
12

2 RT

onde r_, e se referom respectivamente aco fundo e ao topoe da

¥
¥ T
célula de sedimentacao. A expressao, poréem, & aproximada e va

lida somente guando

- 2 2. 2
Mo (L = vyp) (x,7 - ryp)w

2 RT

for proximo de 1.
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TEMPC REQUERIDO PARA O ALCANCE

DO EQUILIBRIO

A npaior limitacdo do método de egquilibrio
de sedimentacao-difusaoc & o tempo necessdrio para obter, comum
erro desprezivel, o gradiente de concentracao do equilibrio.

. (81) .

Mason e Weaver , em 1924, resolveram

uma equagao diferencial para a sedimentac¢do de um solutco ideal

(82)

no campo gravitacional. A partir dai, Weaver calculou o©

limite superior para o tempo de alcance do equilibrio como sen

do igual a duas vezes o tempo necessario para a sedimentacao
de particulas do menisco ao fundo da coluna vertical. A teo-
ria de Mason e Weaver foli estendida para a ultracentrifuga por

i i
(83) em 1958, Verificando(73) gue o estado

van Holde e Baldwin
de eguilibrio poderia ser mais rapidamente alcancado se (i) a
coluna de solucac fosse a mais curta possivel e (ii) se a cen-
trifuga operasse em velocidade de rotagdo mixima.

Operando a centrifuga em condigaes, nas
gquails

RT

> 0.6

— -
Mz(l e vzp)w rh

onde r & a distdncia entre o eixo de rotacio e o meio da célu-
la de sedimentagdo e h & a altura da coluna, a equagio de van
(64)

Holde e Baldwin pode ser escrita de maneira aproximada co~

mo

_ = 2
Loil% = 0,7 h"™/D (98)

onde tO 13 & o tempo requerido para que a concentragdo de solu
L0 _—
to seja 0,1% do seu valor de equilibrio em qualquer ponto da cé

lula. Neste caso, 0 tempo passa a ser praticamente independen



te da velocidade de rotagao, mas a altura da coluna de solugao
ainda & o fator de influéncia preponderante. Por exemplo, pa-

7 (85)

ra uma solugéo de albumina bhovina (D = 6 x 10 cmz/s)

= 29 horas em uma coluna de 3 mm, mag & = 120dias em

€0, 18 0,1%

uma coluna de 3 cm.

Assim, a utilizagao de colunas extremamen
te curtas (normalmente menores que 3 mm) passou a ser condigao
essencial para tornar o método de eguilibrio de sedimentagao
viavel. A utilizagdo de colunas curtas, porém, implica desvan
tagens, tais como menor precisac e menor sensibilidade a poli-
dispersidade e a comportamentos n50wideais(86m88}.

Algumas propostas foram feitas com o obje
tiveo de reduzir ainda maiSIO}t@mpo de um experimento de eguili
(89)

brio de sedimentagio. Pasternak e colaboradores verifica-

ram gue o tempo era reduzido com o uso de células de fronteira

sintética. Hexn@r{aﬁ), Richards(go)

e colaboradoeres sugeriram
iniciar os experimentos com velocidades de rotagao superiores
até a formacao de um gradiente de concentragao adequado e, en-
tio, reduzir a velocidade até as condicdes desejadas. Tals ax
tificios, porémr nao dispensam o uso'de colunas curtas.

(91)

Yphantis propds wir método de eqguili-
brio em velocidade de rotacio elevada, utilizando colunas cur-
tas e solugdes diluldas. Nestas condigoes, a concentragao prd
ximo ao menisco se torna desprezivel em comparagao 3 concentra
gao inicial. As concentragdes na célula podem ser determina-
das simplesmente como sendo proporcionails ds diferengas de In-
dice de refragio entre @ regido do menisco e os pontos de inte
resse. O método requer um tempo relativamente pegueno para o

alcance do equilibrio de sedimentagdo. Permite o célculockaﬁn,”
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além de ﬁw e Hz’ gue podem, também, ser obtidos através dos mé
todos de baixa velocidade. Porém, o método de Yphantis tem pre
cisdo apenas moderada, sua aplicacdo a sistemas polidispersos,
com distribui¢des largas de peso molecular, & limitada, sendo
bastante sensivel a presenc¢a de contaminantes de baixo peso mo
lecular, que podem mascarar o resultado global(gz}.

A osmossedimentagao permite que o equili-
brio de sedimentacdo seja alcancado em um tempo relativamente
curte, mesmo em colunas longas, sob gravidade. Sua aplicacao
ao estudo de pclimeros de peso molecular entre 40000 e 200000
daltons, em centrifugas de baixa velocidade de rotacdo, €& de-
monstrada neste capitulo, a segulr.

i

3.2, PARTE EXPERIMENTAL I RESULTADOS

3.2.1. Materiaisg e Dguipamento

Acetato de celulose Carlo Erba (53% de acido acéti
co combinado, ﬁv w303 104),

Acido acético glacial Mallinckrodt e Quimis.

Aoeltona PA-ACS Carlo Erba.

Albumina bovina A-7638 Sigma, lot 121 P-9325.
{livre de globulinas)
A~2153 Sigma - lot 41F-~0059
(96~99% de albumina e o restante

de globulinas).

Ovalbumina A~5503 Sigma, lot 108C - 8135.
Gamaglobulina 82-042-3 Pentex-Miles Laboratories,

lot 1012.

Sephadex G-100 Pharmacia n® 17-0060-02.
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Equipamento :

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

Espectrofotémetro UV-visivel Zeiss PMO-II.

Espectrofotdmetro UV-visivel Micronal B 382, aco-
plado a registrador da Instrumentos Cientificos CG Ltda.

Osciloscopio Tektronix 7623 A (com memdOrial .

Densimetrc PAAR--DMA 60/602.

3.2.2. Preparacio das Membranas

As membranas utilizadas nos experimentos de osmo-
centrifugacdo sido membranas aﬁsimétricas de acetato de celulo-
se preparadas a partir das Ségﬁintes solugoes, de acordo com
procedimento desenvolvido em nosso laboratério{3gm41):

solucao A 11% (m/m) de acetato de celulose

23% (m/m) de agua bidestilada

43% {m/m) de acetona

23% {(m/m) de acido . acético glacial
sclucao B 11% {(m/m) de acetato de celulose

23% (m/m} de Agua bidestilada

13% {(m/m) de acetona

53% (m/m) de acido acético glacial,

Para a preparac¢ao das membranas, as solug@es foram
espalhadas sobre uma placa de vidro, provida de dois fios de ni
quel=-cromo de 0,4 mm de espessura (fio n? 26}, esticados para

possibilitar o controle de uniformidade da espessura do filme.

Para espalhar as solugbes, foi utilizado um bastao de vidro,

gue corria sobre os fios. . Deixou-se o solvente evaporar por 10 )

minuwtos, introduzindo-~se, entao, a placa em um recipiente com
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agua filtrada, para gque o polimero coagulasse, a T ambiente.
Membranas preparadas a partir da solugdo B tém ma-

ior permeabilidade a agua, porém tém corte de peso molecular

mais elevado e foram utilizadas somente nos experimentos comga

maglobulina.

3.2.3. Células de Osmocentrifugacao

0 inicio do trabalho foi dedicado & construcdoe g-

valiac¢éo das celulas gue mais se adequassem aos experimentos de

osmocentrifugacac. As celulas utilizadas em experimentos de og
mossedimentacdo, sob gravidade, eram confeccicnadas com acrili
co, porém apds certc tempo de uso em centrifuga o material de-
formava, proveocando vazamentos.

Nas experiéncias com albumina bovina, utilizaram-
se as celulas descritas na Figura 4, onde ag placas de acrlili-
co foram substituidas por placas de aluminic de 1 om de espes-
sura, com Janelas de acrilico de 1 mm de espessura coladas so~
bre o atuminio. As placas de aluminio foram escavadas, permi-
tindo a formacido de doig compartimentos de 4,8 cm3 cada um, re
vestidos com resina epoxi. A area util de membrana foi de 12,0
cmz. As placas foram parafusadas, colocando-se entre elas a
membrana e guarnigoes de PVC (polif{cloreto de vinila)).

Az células de aluminio ainda apresentaram proble-
mas de vazamento, exiginde uma montagem cuidadosa, aléem de exi
girem constante manutengéo do revestimento de epoxi, uma vez
que algumas proteinas sofrem alteragées guando em contato con
superficies metalicas. Tals problemas foram eliminados, cons-
truindo-se as células de poliéster reforgado com fibra de vi-

. . . 3 '
dro, descritas na Flgura 5, com conpartimentos de 4,5 cm™ cada
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um, separados por 15 cm2 de membrana. O material translucido

dispensou o uso das janelas de acrilico.

3.2.4. Calibrac¢io da Centrifuga

Para verificar a confiabilidade do medidor de velo
cidade da centrifuga, fez-se uma calibracao, utilizando um osci
loscopio e a montagem da Figura 6. O centro do rotor fol re-
vestido com fita isoclante preta e sobre ela fol colecada uma pe

quena tira de aluminio. Logo acima da tira de papel de alumi-

nic, foi posicionada uma fotocélula, utilizando-se um projetor
para iluminar o rotor e uma lente entre os dois, para focali-
zar a luz sobre a tira de aluminio. A fotocelula foi ligada ao
osciloscopio, de maneira a responder cada vez que a tira de a-
luminio fosse iluminada durante a xota¢éo do rotor. Obtiveran-
se, assim, picbs consecutivos no visor do osciloscopio e a dis
tdncia entre eles, através de comparacao com a frequéncia da re
de (60 Hz), permitiu a determinag¢ao da velocidade angulayr do xo
tor.

Oz valores de velocidade angular determinados com
auxilio do osciloscopio diferiram no maximo 0,7% dos valores no
minais registrados no marcador da centrifuga, em velocldades

acima de 1000 rpm e 2% em medidas realizadas a 800 rpm.

3.2.5. Preparacao de Ovalbumina

A ovalbumina foi obtida ne laboratorio a partir de

(93)

clara de ovo, sequndo o método de Kekwick e Cannan .

Um volume de 420 ml de clara de ovo fol misturadeo

a um volume igual de solugao aguosa de Na2804 de concentracao
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FIGURA 6. Sistema para calibragdo da centrifuga.
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367 g.l"1, agitando-ze acima de 30°C durante 2 horas. O mate-
rial foi centrifugado e o sobrenadante foi filtrado. O pH foi
abaixado ate 4,7, adicionando-se solucdo 0,2 N de acido sulfi-
rico. Adicionou-se Na,S0, s0lido até surgir opalescéncia e dei
xou-se em repouso por 2 dias. O precipitado, depois de filtra
do, foi redissolvido em agua com posterior reprecipitacao com
Na2804 por 5 vezes. A solugdo fol, entéo, &ialisada.ccntra éf

gua durante 4 dias e depois liofilizada, obtendo-~se a ovalbumi

na cristalizada.

3.2.6. Caracterizacao da Ovalbumina por

Cromatografia em Gel

A ovalbumina obtfda”no laboratorio .foi comparada
com a ovalbumnina produzida pela Sigma (ne A~-5503, lot 108C~8135),
por cromatografia em gel.

Empacotou~se uma coluna de 1 cm de di&metro e 81 cm
de altura com Sephadex G100 em taﬁpﬁo acetato pH 4,65, manten
do-ge um fluxo de solvente de aproximadamente 27 ml‘hw1. A par
te inferior da coluna fol conectada a uma célula de fluxo, de
gquartzo, gque permitiu a leitura continua de absorcao a 280 nm
enm espectrofotémetro Micronal B~382 e a obtencéa do cromatogra
ma no registrador. Obtiveram-se os cromatogramas da ovalbumi-
na preparada no laboratdorio e da ovalbumina Sigma, gque sao  a-
presentados na Figura 7.

Os dois cromatogramas correspondem a solutos de pe
sos moleculares equilvalentes, embora a ovalbumina preparada no
laboratdorio contenha uma fragdo de alto peso molecular, corres
pondente a aproximadamente 6% do total (de absorbénciaa 280 nm),

gue sal da coluna apds um volume correspondente a VD ser elui-
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FIGURA 7.

V/mi

Cromatogramas de ovalbumina. (a) Sigma A-5503 e
(b} obtida no Taboratoric, em Sephadex G-100.
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do. V_ & o volume de eluigdo de moléculas maiores que os po-

o
1 (94}

ros do ge e foi determinado experimentalmente, obtendo-se

o cromatograma de dextrana azul (M = 2 x 106 daltonsg}.

3.2.7. Experimentos de Verificacgao do Alcance de

Equilibrio de Sedimentacdo-Difusio em

Células de Osmocentrifugacdo

golugOes de albumina bovina foram colocadas nas cé
lulas de osmocentrifugac¢do, descritas na Figura 4, até a altu-
ra de 7,5 cm e centrifugadas durante tempos diferentes (ate 13
dias) a 1000 rpm (220 % g), 4%,

Em um tipo de experimento (tipo A), um dos compar
timentos da célula foi preenékido com solugao de concentracac
¢, enguanto qgque o outro fol preenchido com solvente (tampao a-
cetato ou solugao 0,5 M de KCl). Paralelamente, em experimen—
tos do tipo 3, a metade inferior de um dos compartimentos da cé
lula foi preenchida com solucgao de ccnaentxagﬁo 2c, completan-—
do-se até o topo com seolvente e preenchendo, também, com sol-
vente o outro compartimento. Apds algum tempo de centrifuga-
giio; foram retiradas aligquotas de solug%o pelo topo da célula,
com auxilio de umna seringa ligada a um capilar de vidro, e suas
absorbancias foram determinadas em espectrofotémetro a 280 nm.
Os resultados sac apresentados nas Tabelas 1T e 2. 0 alcance do
equilibrio & ilustrado na Figura 8, gue apresenta as razées en
. tre absorbé&ncias de aliquotas correspondentes & quinta parte su
pericr e inferior da célula.

0 mesmo gradiente de concentracao final foi obser-

vado nos dois tipos de experimentos. No experimento tipo A, o©

soluto se movimentou para baixo, enquanto que no tipo B ele se




FIGURA 8,

61

0,8 |-

0.6

0,4

104 200 300
TEMPO/n

Razao entre absorbancias da solucio no quinto su-
periop (AT) e inferior (AF) da celula de osmocen-
trifugacao em funcao do tempo. Experimentos tipo
A realizadea a 4°C, 1000 rpm (220 x g) com solu-
coes 1,0% (m/m) de (e) albumina bovina Sigma no

A-7638 em KC1 0,5 M (pH 5,9) ou (o) albumina bovi
na Sigma n0 A-2153 em tampado acetato (pH 5.3); nos
experimentos tipo B (4) e (A), a metade inferior
das cetulas foi preenchida com solugdo 2,0% (m/m)

de atbumina.
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movimentou para cima, por difusao. O atingimento do mesmo es-
tado final, a partir de condigoes iniciais opostas, mostra que

este & o estado de equilibrio de sedimentagao-difusdo.

3.2.8. Determinacao do Peso Molecular da Albumina Bovina

Os gradientes de concentragac de solugtes de albu-
mina bovina, no equilibrio, fornecem graficos lineares de log

Cy (ou log A) x rz, conforme a Figura 9. Tal comportamento &

caracteristico de solugoes monodispersas e ldeals. Albumina é

. - 95,96 .
um soluto praticamente homogenao( 196) e peguencs desvios da

idealidade sao observados somente em concentragoes acima daque
i . 76
las utilizadas nestes experlmentos( ).

A eguagao 92 pode, entao, ser utlilizada para deter
minar o peso molecular de albumina bovina, calculando-se por re

2

gressao linear a declividade da reta In ¢, x r“. A Tabela 3 a-

2

pregenta ©s pesos moleculares de albumina calculados a partir
dos experimentos tipo A de 238 e 326 horas da Tabela lede 136
e 237,58 horas da Tabela 2, conhecendo-se a dengidade da scolu-~
cao {(p = 1,022 q/cmg} e o volune especifico parclal da albumi-

na (v = 0,734 cm3/g)(97).
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TABELA 1. Osmocentrifugacao de atbumina bovina (A28 = 0,580) Sigma A-2153
em tampdo acetato pH 5,3 (solugdo 0,1 M NaCl, 0,1 M KAc e 0,013M

HAc) a 1000 rpm (220 x ¢), 4°C.

Experimentos tipo A

r {cm) Absorbancias
(EETSE) 17,0 18,5 20,0 21,5 23,0 %$é§?2§e
8 0,370 0,440 0,518 0,568 0,606 0,005
0,427 0,481 0,518 0,556 0,588 0,008
0,430 0,489 0,516 0,554 0,605 0,004
0,406 0,485 0,518 0,549 0,586 0,005
0,465 0,574 0,553 0,571 0,597 0,010
{0,533 0,566 “_Q2569 0,569 0,574 controle
22 0,440 0,525 0,572 0,612 0,670 0,004
0,405 G,475 0,547 0,612 0,670 0
0,408 0,481 0,551 0,670 0,692 0,002
0,439 0,512 0,546 0,597 0,658 0,007
0,376 0,474 0,b472 0,600 0,668 0,004
0,522 0,680 0,588 0,590 0,586 controle
46 0,367 0,456 0,541 0,660 0,808 0,017
0,380 0,478 0,548 0,632 0,785 0,070
0,334 0,403 0,508 0,628 0,772 0,023
0,550 0,551 (3,575 0,570 0,678 controle
94 0,328 0,410 0,525 0,640 0,752 0,025
(3,385 0,486 0,560 G,703 0,770 0,017
113,5 0,279 0,393 0,493 0,608 0,734 0,006
0,337 0,427 0,518 0,628 0,745 0,008
0,300 0,415 0,498 0,642 d,760 0,003
0,292 0,403 0,517 0,651 0,743 0,006
0,555 0,573 0,573 0,579 0,585 controie
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235 0,285 0,371 0,490 0,638 0,738 0,015
0,340 0,438 0,535 0,681 0,785 0,015
0,287 0,388 0,509 0,660 0,802 0,015
0,528 0,565 0,575 0,578 0,595  controle
326 0,195 0,286 0,361 0,433 0,508 6,027
0,228 0,313 0,386 0,490 0,571 0,038
0,203 0,284 0,366 0,465 0,559 0,042
0,493 0,556 0,571 0,582 0,611 controle
Experimentos tipe B
46 0,077 0,345 0,530 0,692 0,830 0,003
' 0,014 0,154 0,574 0,770 0,903 0,019
0,011 0,036 0,560 0,960 1,08 controle
94 0,071 0,368 0,568 0,704 0,805 0,008
0,164 0,362 0,469 0,610 0,750 0,010
0,006 0,063 0,520 0,950 1,10 controle
239 0,295 0,387 0,500 0,630 0,790 0,008
0,243 0,418 0,514 0,640 0,755 0,017
0,247 0,373 0,480 0,593 0,678 0,017
0,080 0,100 0,490 0,920 1,06 controie
- 326 0,136 0,236 0,245 0,275 0,369 0,015
0.120 0,169 0,211 0,259 0,295 0,010
0,039 0,168 0,386 0,755 0,947 controle
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TABELA 2. Osmocentrifugacao de solugao de albumina bovina (A;ge = 0,580)

Sigma A-7638 em KC1 0,5 M (pH 5,9), a 1000 rpm (220 x g¢), 4°C.

Experimentos tipo A

r {cm) Absorbancias a 280 nm
Tempo . Solvente
(horas) 17,0 18,5 20,0 21,5 23,0 (média)
87,5 0,382 0,464 0,540 0,632 0,750 0,003

0,354 0,428 0,522 0,652 0,798 0

0,326 0,437 0,507 0,650 0,762 0,005
0,305 0,419 0,514 0,650 0,755 0,003
0,382 0,408 0,570 0,680 0,780 0,011

0,360 0,456 0,545 C,661 0,765 0,003
0,518 0,571 0,578 0,580 0,581 controle

136 0,322 0,433 'S'C,SO] 0,658 0,850 0,005
0,336 0,440 0,528 0,651 0,600 0,016
0,280 0,390 0,490 0,608 0,868 0,004
0,302 0,402 0,505 0,640 0,765 0,004
0,268 0,369 0,502 0,621 0,778 0,004
0,545 0,568 0,580 0,586 0,595 contrele

237,5 0,289 0,376 0,471 0,597 0,706 0,014
0,336 0,409 0,520 0,641 0,796 0,030
0,280 0,352 0,467 0,546 0,841 0,009

0,517 0,557 0,566 0,572 0,579 controle

Experimentos tipo B

237,5 : 0,257 0,392 0,538 0,701 0,776 0,006
0,221 0,341 0,452 0,565 0,921 0,005
0,246 0,346 0,470 0,568 0,676 0,011
0,025 0,065 0,452 0,926 1,056 controle
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Absorbancia a 280 nm em funcio do quadrado da distan
cia entre o eixo de rotacdo e o ponto considerado na
ceiula. Selucdo de albumina bovina Sigma A-7638 em
KCT 0,5 ¥ (pH 5,9), apds 136 h de centrifugacio a
1000 rpm, 4°C em (e) c@lulas de osmocentrifugacdo e
(é) celulas sem membrana.

66



67

TABELA 3. Pesos moleculares de albumina bovina
calculados a partir das Tabelas 1e2.

Pesos moleculares x 107 (g.m01_¥)
Albumima A-2153 Albumina A-7638
6,81 6,60
5,97 5,94
7,21 7,57
7,59 6,48
6,36 7,39
7,01 6,27
6,08
7,41

Para a albumina bovina A~2153, encontrou-se um valor médio de
) — - 4 -1 i

peso molecular Mw = (6,82 + 0,59) x 10" g.mol ~. Para a albu-

mina A-7638 enconrtrou-se um valor meédic de peso molecular ﬁ% =

(6,72 + 0,65) x 10* g,molml.,

3.2.9. bDeterninagao do Peso molecular de Ovalbumina

Foram realizados experimentos de csmocentrifugagao
com ovalbumina em tompao acetato pH 4,65 (0,15 M NaCl, 0,001 M
KAic e HAC), a 4°C e 1500 rpm (500 x g). Somente experimentos
do tipo A, isto &, partindo de concentragad inicial uniforme,
foram realizados. Em experimentos deste tipo, © equilibrio é
alcancado mais rapidamente, como foi mostrado na Figura 8. A
realizagao de experimentos em tempos diferentes indicou que o

A

- T . .
patamar da curva de 7~ % tempo, correspondente ao equilibrio,
iy

foi alcancado. A Figura 10 mostra que o grafico de In C,

(ou oo
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Iln A) x r2 para ovalbumina nao & linear como no caso da albumi
na bovina, sugerindo um comportamento nao-ideal. Realizaram-
se, entao, experimentos a vArias concentragldes. Os resultados
sao apresentados na Tabela 4. Calculou-se, entao, para cada
concentragac um peso molecular médio aparente, através da equa
gao 93, utilizando os dados em tempos mais longos. A Tabela 5
mostra os valores de peso molecular calculados, conhecendo-se
3 =1 (987) 3

os valores de ?2 = (0,748 cn”.g e p = 1,0055 g.cm ~, que

sao apresentados em um grafico de 1/M

: ~ Y a i
2ap ® concentragac na Fi

gura 1l. A extrapolagao & concentracao zerc forneceu o valor
de ﬁw,m (4,26 + 0,61) x lO4 g.molml, e a partir do coeficiente
angular da reta obtida, fol possivel estimar o valor do segun-—
do coeficiente de virial By, = 6 X 1074 ot g% em”.

Para ¢ calculo dos desvios do coeficiente linear e
angular da reta apresentada na Figura L1, utilizou-se o trata-

(98}

mento estatistico de Draper e Smith com um nivel de confi-~

anga de 95%.
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FIGURA 10. Absorbancia a 280 nm em funcao do quadrado
da distancia entre o eixo de rotacdo e um
ponto na celula. Solucdc de ovalbumina
(concentraciio inicial 0,6%) em tampdo ace-
tato (pH 4,65), apos 89 h de osmocentrifu-
gacdc a 1500 rpm, 4°C.
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FIGURA 11. Grafico de —— x concentracio de ovalbumi-

MZap
na em tampao acetato (pH 4,65).
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TABELA 5. Pesos moleculares aparentes de ovalbumina
calculados a partir dos dados da Tabela 4.

c, Hpep X 1074 - LI T

(%) (g.mo1™ ") %gg]_g~s)
0,852 3,45 2,90
0,855 3,46 2,89
0,588 3,53 2,83
0,590 3,94 2,54
0,647 3,75 2,67
0,603 3,57 2,80
0,531 3,63 2,76
0,561 3,67 2,72
0,620 3,74 2,67
0,578 3,62 2,76
0,207 3,67 2,73
0,135 4,97 2,01
0,312 3,51 2,85

6

coeficiente angular: (6,5 + 5,7) x 10~
coeficiente Tinear: (2,35 + 0,33) x 107

coeficiente de correlacao: 0,60

5

3.2.10. Determinac¢éc do Peso Molecular de Gamaglobulina

Experinmentes de osmocentrifugagéo do tipo A comga

maglobulina em tampao fosfato pH 7,0 (0,05 M H,KPO e 0,03 M

2 4
NaOH} foram realizados a 900 rpm (180 x g) e 4°c. Neste caso,

o grafico de In ¢, (cu 1ln A) x rz mostrade na Figura 12, tam-

2

bém, ndo & linear. Obtém-se uma curva em forma de S, que esta

de acorde com o esperado, uma vez que a gamaglobulina é relati

vamente polidispersa(gg)

- 100 . - .
concentracoes altas( }. Assgim, foram, tambeéem, realizados ex

e mostra uma tendéncia a agregacaoc em

perimentcs a diversas concentracdes, que sdo apresentados naTa
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bela 6.

Calculou-se, para cada concentracao, nos experi—
mentos onde o eguilibric foi alcancado, um peso molecular mé-
dio aparente, atraves da equaééo 93. A Tabela 7 mostra 0s va-

lores de peso melecular calculades, conhecendo-se os valores
de T 1 (97)

9 e pw 1,0047 g.cmua, que sao apre-

= 0,720 cm3.g"
saentados, também, em um grafico de 1/E2ap- x concentracdo na Fi

gura 13. A extrapolagdo & concentracdo zero forneceu o valor

5

ge B = (1,59 + 0,07) x 10° g.mol™ ' e, a partir do coeficiente

angular da rete obtida, foil possivel estimar o valor do segun-

do coeficiente de wvirial BS = -7 X 10_5 molung.cm3. Os des-

D
vios do ceeficiente angular e linear da reta apresentada na Fi
gura 12 foram calculados de maneira andloga a utilizada para o-

valbuminea.

TABELA 7. Pesos moleculares aparentes de gamaglobulina
catculados a partir dos dados da Tabela 6.

c, Mlyqp % 107° = L x 10°

() (g.mo1™") oot g™
0,138 1,63 6,13
0,141 1,64 ” 6,10
0,142 1,57 6,37
0,309 _ 1,66 | 6,02
0,467 1,66 6,02
0,469 1,67 ' 5,99
0,474 1,76 5,68
0,481 1,70 - 5,88
0,525 1,64 6,10

coeficiente angular: (-7,3 ¢ 7,7) x 1077
coeficiente linear: (6,29 + 0,29) x 167°
coeficiente de correlacdo: 0,65



FIGURA 12. Absorbancia a 280 nm em funcdo do quadrade
da distancia entre o eixo de rotacao e um
ponto na celula., Solucdo de gamaglobulina
(concentracao inicial 0,5%) em tampao fos-
fato (pH 7,0}, apos 89 h de centrifugacao
a 900 rpm, 4°C.
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FIGURA 13, Grafico de - x concentracao de gamaglobu
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3.3. DISCUSSAO

A albumina bovina & um exemplo de proteina simples, isto
- - N - 2 - - 1
e, que contem na cadeia somente residuos de am1n0a01do{10 )
tem sido considerada come uma proteina modelo, cujo comporta-
mento vem sendo investigado por intmeras técnicas fisico-quimi

. o » _ . ~ {95,96) . .

cas. L relativamente abundante e homogénea . Assim, es
ta proteina foi inicialmente escolhida para comprovar a eficién

cia da osmocentrifugacdo na determinac¢do de pesos moleculares.

A Tabela 8 mostra valores de pesos moleculares de albumi-

na bovina fornecidos na literatura. Variacoes pequenas nos va
lores apresentados podem ser atribuldas a erros inerentes dos
métodos, a presenca de globulinas contaminantes e & presenca de
dimeros ou agregados maioxes(gs). A albumina & raramente obti
da totalmente livre de agregados, de manesira gue os valores de

- . 108
peso molecular tem uma 1ncoxteza{ )

de no minimo *2000.0s va
- 4 4 s ,
lores (6,82 £ 0,59} x 107 e (6,72 £ 0,65) x 107 oktidos em ey
perimentos de osmocentrifugag¢fo sdo coerentes com aqueles obti
dos pelos métodos convencionais. A linha reta correspondente
ey . 2 . - - x
ao grafico de In o,x r” (Figura %), tambem, € compativel comda
, 6 . . ~ s
dos da llteratufa(7 ), pols, na failxa de councentracao utiliza-
da, a albumina apresenta comportamento ideal.
A ovalbumina contém aproximadamente 3,2% de carboidratos
- ot i ; e (109) . ~ ] .
e ¢ classificada como uma glicoproteina . Devido asua dis
ponibilidade (ovalbumina estad presente na clara de ovo a uma
concentragac de aproximadamente 7,5 mg/ml), & bastante utiliza
da como material padrao na investigagdo de propriedades, compo

sicao e estrutura de proteinas. Por certo tempo, a ovalbumina

foi considerada uma proteina pura, porém verificou-se ja hamui

(110,111} -

to, gue ela nido & eletroforeticamente homogénea .
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TABELA 8. Pesos moleculares de albumina bevina
apresentados na literatura.

M x 1074 Metodo pH Conc. inicial Ref,
6,70a velocidade de 4,0-5,1 < 6% g5
6,92 sedimentacao-difusao
6,67 equilibrio sed. dif. 4.6 . 0,3% 102
6,60° eq. sed. dif. 4,4 < 0,24 91
7,29°
7,92
6,67 eq. sed, dif. 4.6 0,3-0,9% 103
6,60 nressan osmotica 3,5-3.6 1.5 104
6,62 composi¢cao de aminc-acido 101
6,71 veloc, sed. dif. 5,6 0,5-2,0% 105
6,67 veloc. sed. dif. 4.8 G,3-1,3% 106
6,82 eq. sed, dif. 4.8 1% 106
6,85 eg. sed, dif, 8,0 0,5% 76
6,78 eq. sed. dif, 107

e Componente principal
D Mongmero
€ 9,5¢ de dimero

10.5% de dimero

A Tabela ¢ apregenta valores de peso molecular de ovalbu-
mina fornecidos na literatura. 0O valor (4,26 = 0,61) = 104
g*molw1 obtido pér osmocentrifugagio estd de acordo com aque-
les determinados por métodos convencionais. Um desvio da 1i-

nearidade no grafico de lnc x:rz(Fiqura 10) e a vériacéo do pe

2
so0 molecular aparvente com a concentra¢do, que permitiu avaliar
o valor de BSD’ mostraram gque a ovalbumina apresenta comporta-

mento nac-ideal nas condicgdes estudadas.
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TABELA 9. Pesos moleculares de ovalbumina
apresentados na Titeratura.

Mox 1070 Metodo pH Conc. inicial Ref.
4,02-4,58 eq. sed. dif. 4,65 0,43-0,62% 112
4,52 pressao osmotica 4,7 0,05-3,8% 113
4,50 pressao osmotica 4,65 T 1-9% 114
4,57 " espalhamento de luz 4,6 1,2% 115
4,40 ronocamada 116
4,38 veloc, sed., dif. 17

A gamaglobulina, assim como a ovalbumina, contém uma pe-
guena porcgdo de carboidratos. Gamaglobulinas sao bastante he-
texogéneaﬁ, sendc esta heterogeneidade evidente por gualgquer
critéric gue seia aplicado(gg’TiS).

A Tabela 10 mestrae valores de pesc molecular de gamaglobu
lina determinados por métedos convencionais. 0 wvalor (1,590,077}
x 108 c;;',IijLm‘i & concordante com os valores apresentados na ta-
bela. A curva em forma de s no grafico de In Gy X r2 {(Figura
12) & caracterigtica de solutos heterogéneos e nao~ideais.

0 equilibrio de sedimentacio-difusao foil alcang¢ado em um
tempo muito inferior ao necessirio por centrifugagdo normal.
Na Fiqura 8, pode ser cobservado, pér exemplo, gque uma solucgaoc
de albumina bovina em c¢é&lulas de 7,5 cm de altura, centrifuga-
da a 1000 rpm alcanca o equilibrio apds 136 horas de osmocen-—
trifugacao. Tempos proximos a este foram necessarios para que
solucoes de ovalbumina e gamaglobulina também alcangassem o e-

guilibrio, om experimentos de osmocentrifugacao. Utilizando a

equacao 98, & possivel estimar o tempo reguerido, por centrifu

gacao normal, para que a concentracédo de soluto seja 0,1% do 7
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seu valor de equilibrioc em qualguer ponto da célula. Tempos as
sim calculados, sao apresentados na Tabela 11, para solucgoes de

albumina bovina, ovalbumina e gamaglobulina.

TABLLA 10. Pesos moleculares de gamaglobulina bovina
apresentados na literatura.

M ox 1077 Método pH Conc. inicial Ref,
1,71 pressao osmotica 6,8 1-9% 104
1,49 eq. sed. dif, 7,0 0,16% 102
£,49 eq. sed. dif. 7,0 0,16% 119
1,69 pressao osmotica 5,3 0,4% 120
1,61 eq. sed. dif. 107

TABELA 11. Tempos regueridos para alcance do
equitibrio de sedimentacao-difu~
sag por centrifugacao normal.

/ .
Proteina sz 1? Tempo
: (em™.s ') (dias)
albumina 5,81 (82) 780
ovalbumina 7,76 (114) K80

y-globulina 4,1 (923 1100

Resumindo, oz resultados apresentados neste capitulo mos-
tram gue: (i) o equilibrio de sedimentacdo pode ser alcancado
em colunas longas, em baixo campo inercial, em um tempo relati
vamente curto, em células de osmocentrifugacio; {(ii) os pesos

moleculares determinados por esta técnica concordam com 0S8 va-

lores da literatura e (1ii) caracteristicas de nao-idealidade .

‘e polidispersidade podem ser, assim, facllmente investigadas.



79

Comprovada sua eficiéncia, a osmocentrifugagao pode ser a-

plicada ao estudo de amostras desconhecidas de, por exemplo,

polimeros sinteticos, cuja caracterizacdo muitas vezes se tor-

na dificil por outros métodos(121}.
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4. OSMOCENTRIFUGACAO EM GRADIENTE DE DENSIDADE

4.1. INTRODUCAO

A primeira aplicagao da ultracentrifuga preparativa foi a
concentragdo de macromoléculas em solucdo e a separacdo parcial
de macromoléculas por centrifugacgdo ﬁiferencial(122).

A utilizacéo da ultracentrifuga preparativa foi sensivel-

mente ampliada na década de 50, com o desenvolvimento de técni

cas de centrifugag¢do em gradientes de densidade, cuja introdu-

(123)

gdo e atribuida a Brakke , que utilizou gradiente de saca-

rose para purificacido do virus ando da batata.

4.1.1. Ultracentrifugacao em Cradiente de Densidade

A separacac de particulas e macromoléculas com ba-
se na velocidade de sedimentacdc pode segulr, basicamente, dois
procedimentos: & centrifugacao diferencial e acentrifugacio zo

nal (em gradiente de densidade).

]

Na centrifugacao diferencial, esquematizada na Fi-
gura T4a, a mistura a ser separada & suspensa em um meio homo-
géneo, de densidade constante. Durante a centrifugacio, os di
ferentes componentes sedimentam com diferentes velocidades. Po
rém, sO ocorre uma boa separacic, quando as caracteristicas das
diferentes particulas forem bem afastadas entre si. E o caso,
pér exemplo, de uma mistura de nicleos de celulas (digdmetro =
10000 nm), mitocOndrias (1000 nm) e ribossomos (15 nm). Mas
fregquentemente este reguisito ndo & preenchido e somente um fra
cionamento grosséizso & possivel.

(124)

Na centrifugacao zonal ; esquematizada na Figu

ra 14b, a mistura e suspensa em um meio pouco denso e posicio-
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nada como uma camada fina acima de uma coluna com um gradiente
de densidade. Durante a centrifugag¢do, cada componente Sediw
menta a velocidades diferentes, formando zonas discretas. s
tag zonas sao suficientemente estabilizadas pelo gradiente de
densidade para permitirem uma separagdo quantitativa, com reso
lugao superior a da centrifugacdo diferencial.

Além da centrifugagdo zonal, cuja eficiéncia como
nétodo de separacio depende, principalmente da diferenca entre
os coeficientes de sedimentacao das particulas, a centrifuga-
¢é0 em gradiente de densidade permite outro tipo de separacdo:
a separacao zonal isopicnica, baseada na diferencga de densida-
des das particulas. O processo & esquematizado na Figura 1l4c.
A amostra contende a mistura a ser separada €, tambeém, ccloca-
da sobre uma coluna de densidade variavel. Escolhe-se, porém,
uma faixa de densidades que inclua as densidades das particu-

lag que se guer separar. Durante a centrifugacdo, as particu-

las se deslocam até alcancar, cada uma, a zona de igual densi-
dade, atingindo sua posicio de equilibrio, que & independente
do tamanho da particula. A separacio zonal isopicnica teve

grande Jjwportancia na anélise de DNA, desde o desenvolvimento

do tyabalho clédssico de Meselson, Stahl e Vinograd(125).

4.17.2. Materials Formadores de Gradicnte de Densidade

Gradientes de densidade sdc normalmente obtidos com
solucGes ou sois de materiais mais densos qgue a Agua. AS pro-
priedades requeridas de um material ideal utilizadce na forma-
¢ao de gradientes sdo as seguintes: densidade alta, viscosida—

de baixa, pressao osmbtica desprezivel, inatividade fisioldgi-

ca e quimica, transparéncia & luz visivel e ultravioleta e bhai
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X0 custo(44). Infelizmente, nao existe um material que retna

todos estes requisitos, mas combinac¢des de algumas destas pro-
priedades caracterizam varios materiais disponiveis. Alguns de

les sdo apresentados na Tabela 12.

TABELA 12. Propriedades fisicas de alguns materiais formadores

de gradientes de densidade(qq’QZB’izy)ﬂ

Solucao estogue usual

Substancia

Concentracao Densidade Viscosidade
(%{m/m)) (g.cm_s) (°c) (centipoise) (°C)

CsCl 60 1,79 (209) -

D,0 100 1,11 (20°) -

Ficoll 49 1,12 (259) 41 (25°)
Glicerol 100 1,26 (20°) 1490 (20°)
Ludox AM 30 1,21 16 (25°)
Metrizamida 85 1,47 (59) 266 (5°)
Sorbito] 60 1,26 (4°) 103 (49)
Sacarose 65 1,33 (49) 57 (20°)
Percoll 232 1,13 10 (20%)

2 Composicao das particulas coloidais: 88% de silica e 12%
de polivinilpirrolidona.

(123)ru1obtengﬁo

A sacarose fol o material pioneiro
de gradientes de densidade, sendo ainda muito usada devido a
sva alta solubilidade, transparéncia, baixo custoe relativa i-
natividade fisioldgica. Porém, sua maior desvantagem & a ele-

“vada pressido osmotica de solugdes concentradas, gue pode cau-

sar problemas na separa¢do de células e organelas subcelulares.

Por esta razao, a sacarose @ considerada inferior a materiais

tais como Percoll e Ficoll ! 126) em certas aplicagOes.
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As maiores densidades em sistemas aguoscs podem ser
obtidas com solu¢bes salinas. S3o empregados, principalmente,
cloreto de césio, sais de rubidio e brometo de gédio. Gradien

(128) observar a sepa

tes de CsCl permitiram a Meselson e Stahl
racao em bandas de DNAs bacterianos gque diferiam somente no
grau de substituig¢do isotdpica de nitrogénio. Sais de césio
sdo, porém, muito caros e extremamente corrosivos para rotores
de aluminio. Sua aplicacdo ao fracionament& de bioparticulas

e, também, limitada pela pressdo osmdtica elevada. Quandc a

pressdo osmdtica e elevada, como hd uma membrana ac redor das

células bioldgicas, impermeavel ao solutoc formador do gradien-
te de densidade, hd perda progressiva de agua da cé&lula a medi-
da gque ela migra para regides mais concentradas (mais densas).
A celula, entdo, se contrai e se torna mais densa, isto &, tem
sua densidade de flutuagdo elevada. Estas alteracdes nio sO
complicam consideravelmente o comporitamento da particula duran
te a sedimenta¢ao, como podem provocar mudancas irreversivels

na estrutura da célula(44),

4.7.2.1. Ficoll

Ficell e um copolimero de sacarose com e~
picloridrina, altamente ramificadeo, hidrofilico e neutro, com
pesc molecular médico ﬁw = 400000 daltons. E solavel até apro-
ximadamente 50% {m/m) em agua, mas solugbes mais concentradas
gue 30% (m/m) sd&o extremamente viscasas(44’?26).

0 alto peso molecular do Ficoll & respon-

(129, (i) solucdes de

savel por duas vantagens importantes
Ficoll t&m pressédo osmética muito mais baixa que solu¢des de sa

carose de densidades equivalentes, permitindo a preservacao da
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integridade funcional e morfoldgica das células e organelas se
paradas; (ii} Ficoll nao penetra membranas bioldogicas, de ma-
neira gue, em uma separac¢ac isopicnica, células e organelas sio
bandeadas em sua densidade de flutuagdo real (geralmente menor
gque a observada em gradientes de sacarose).

Gradientes de Ficoll sao especialmente {-

teis para separacao de linfécitos(TBO).

4.17.2.2. Percoll

Percoll & uma dispersio de silica c¢oloi-
dal, cujas particulas sdo cobertas por uma camada de polivinil
pirrolidona (11-12% do peso da particula seca). Esta camada de

oo , e . (131,132)
polimero estabiliza o coloide e minimiza sua toxicidade .
Devido ao seu elevado peso molecularx ﬁ@g:

6,5 x 10% @aitons (131)

)}, Percoll apresenta importantes vanta-
gens: balxa pressao osmOtica, incapacidade de penetrar membra-
nas biolégicas e peossibilidade de formar gradientes autogera-
dos por centrifugac¢ido em campos inerciais moderados(133), Além
disso, Percoll & compativel com materiais bioldgicos, pode ser

fornecido estéril e ser reesterilizado, pode ser facilmente re

movido do material purificado e tem viscosidade baixa. Suag

no ultraviocleta, devida & absor¢do da polivinilpirrolidona =)
ao espalhamento de luz pelas particulas coloidais.

Gradientes descontinuos sﬁo obtidos preen
chendo-gse um tubo com camadas de solucdo de diferentes concen-—
tracoes, Gradientes continuos poden ser obtidos por varios mé
todos, por exemplo, agitando levemente um gradiente desconti-

nuoc pré-formado ou gerando gradientes com auxilic de bombas pe



86

ristalticas. CGradientes autogeradcs podem ser obtidos, centri

- . .o 127y
fugando-se solucoes de Percoll em altos campos inerciais .
Tais gradientes sdo especialmente importantes para separacgdo i-
sopicnica de células e organelas. Assim, células podem ser ban
deadas, sendo mantidas em Percoll durante a formagdo do gradien
te. Em alguns casos, por exemplo, gquando as particulas a se-
rem bandeadas tém uma densidade superior a solucdo original de

Percoll, & conveniente pré-formar os gradientes dei?ercoll, por
centrifuga¢ao a alta velocidade de rotacgdo, e depofsusémlospg
ra bandeamento isopicnico de células e particulas subcelulares.
Células podem ser bandeadas em baixo cam-
po inercial, de maneira gque altas velocidades de rotagdo sdone
cessarias somente para a obtencdo dos gradientes de densidade.
Neste capitulo saoc apresentados resulta-
dos relativos a uma nova técnica de centrifugagio isopicnica.
Nesta técnica os gradientes de densidade sdo autoge?ados;xmrog

mocentrifugacido a balxo campo inercial.

4.2, PARTE EXPERIMENTAL E RESULTADOS

4.2.1. Materials e Eguipamento

Materiais:

Percoll - Pharmacia Fine Chemicals {n?® 17891-01,
lot HI 26238).
Ficoll -~ Pharmacia Fine Chemicals (n9 17w0400~01,

lot HC--24638).

Egulpamento:

Centrifuga refrigerada, RC-3B Sorvall Instruments,

de cacapas basculantes.
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Densimetro PAAR -~ DMA 60/602.
- Refratometro Abbe Bausch & Lomb.

Microscopic Optico Carl Zeiss.

4.2.2. Curvas de Calibracio: Indice de

Refracao ¥ Densidade

Foram medidas as densidades, p, de solugdes agquo-
. - 0 -
sas de Percoll de diferentes concentracdes, a 25°C, em densime

tro PAAR -~ DMA 60/602. Os indices de refracdo, n, das mesmas

soluctes foram determinados, também a ZSOC, em refratometro
Abbe, obtendo-se uma curva de calibracgao n x p. Curvas analo-
gas foram obtidas para Percoll em solugao 0,15 M de cloreto de
sodic e para Ficoll em solugac aguosa. Os resultados sac apre

sentados na Tabela 13 e as curvas de calibracao na Figura 15.

TABELA 13. Tndices de refracdo e densidades de solucoes aquosas de Ficoll,
Percoll e Percoll em cloreto de sodio 0,15 M, a 2506.

Ficotl ' Percoll Percoll/NaCl 0.16M
Ea [""‘ N
néai059Q01 04000001 uSS 0,0001  p+0,00001 nSS 0,0001  p#0,00001
(g.cn™) (g.cn™) (g.cn™3)
1,3406 1,01578 1,3361 1,02129 1,3370 1,02562
1.,3486 1,03534 1,3400 1,04842 1,3405 1,04865
1.3576 1,05538 1,3435 1.07332 1,3042 1.07197
1,3855 1,07391 1,3476 1,10067 1,3475 1,09616
1,3736 1,09345 1,3517 1,12803 1,3510 1.11979
nagua = 1,3325 pagua = 0,95704
MNaCl 0,15 M = 153336 PNaC1 0,15 1 = 1,00298
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4,2.3. Obtencido de Gradientes de Densidade

por Osmocentrifugagao

Foram realizados experimentos de osmocéntrifugagéo,
utilizando as células descritas na Figura 5 (Capitﬁlo 3}, pro-
vidas de membranas de acetato de celulose, preparadas segundo
procedimento descrito na secdo 3.2.2, a partir da éolugéo A,
Solucdes de Percoll (densidade nominal 1,12 g.cm“3)

foram centrifugadas nas células de osmocentrifugacao durante 30

minutos, a 4OC, a velocidades de rotagao entre 1000 e 3000 rpm

{220 a 2010 x g). Formaram-se gradientes acentuados, conforme
a Figura 16. Foram obtidos gradientes de densidade com diferen
tes inclinages, a diferentes velocidades. Em experimentos de
controle, onde a membrana foi substituida por um filme impermed
vel de PVC,; foram obtidos gradientegs multo suaves, nas mesmas
condigbes. Og resultados sac apre$@ntados na Tabela 14. Expe
rimentos similares foram realizados com solucdes de Percoll em
NaCl 0,15 M, centrifugando-as & 1800 rpm (725 x g) de 10 a 30
minutos. Og resultadbs sdo apresentados na Tahela 15 e as cur
vas obtidas sio ilustradas na Figura 17. 2As solugées de Percoll
em NaCl 0,15 M foram, também, centrifugadas durante 30 minutos
a 1000 rpm (220 = g} e a 2500 rpm (1400 x g). Os resultados
sdo apresentados na Tabela 16 e na”Figura 16.

Experimentos de osmocemtrifugagao foram realizados
cém solugdo aqguosa de IMicoll 27% (m/m) a 4°Cc e 3000 rpm (2010
% g}, durante perlodos de tempo entre 30 e 120 minutos. Os re

sultados s&oc apresentados na Tabela 17 e os gradientes de den-

sidade obtidos sao mostrados na Figura 19.



TABELA 14.

Gradientes de densidade de Percoll {densidade nominal

1,12 g.cm'B} obtidos por osmocentrifugacdo durante 30

minutos, a 4°C, a velocidades de rotacdao diferentes.

90

Densidades (g‘cm"a)
Velocidade
(rpm) 1000 2000 3000
Distancia
do menisco
{cm) cont. cont. . cont.
16,6 1,075 1,076 1,128 1,027 1,024 1,12t 1,006 1,110
17,4 1,086 1,083 1,131 1,032 1,036 1,124 1,017 1,113
18,1 1,004 1,103 1,131 1,651 1,055 1,12t 1,027 1.117
18,9 1,103 1,108 1,131 1,073 1,072 1,121 1,043 1,120
19,6 1,114 1,114 1,130 1,093 1,087 1,123 1,073 1,121
20,4 1,117 1,120 1,131 1,123 1,110 1,126 1,127 1,121
21,1 1,132 1,132 1,131 1,148 1,149 1,128 1,161 1,121
21.9 1,742 1,138 1,131 1,167 1,157 1,129 1,186 1,123
22,0 1,146 1,146 1,132 1,194 1,182 1,128 1,208 1,125
23,4 1,148 1,148 1,132 1,190 1,189 1,128 1,211 1,128

TABELA 15, Gradienfes de densidade de Percoll (em NaCl 0,15 M, densidade
inicial = 1,12 gucm"3) obtidos por osmocentrifugacao a 4%, a

1800 vrpm, por tempos diferentes.

Densidades (g.cm“j)
Distancia do ,
menisco (cm) | 16,6 17,4 18,1 18,9 19,6 20,4 21,1 21,9 22,6 23,4
Tempo
(min)
10 1,046 1,072 1,083 1,089 1,108 1,116 1,122 1,142 1,169 1,183
10 1,040 1,066 1,089 1,096 1,105 1,112 1,124 1,136 1,164 1,190
20 1,022 1,047 1,064 1,082 1,095 1,109 1,124 131?5 1,205 1,207
20 1,026 1,046 1,066 1,084 1,103 1,111 1,139 1,170 1,221 1,223
30 1,021 1,043 1,056 1,070 1,090 1,112 1,136 1,189 1,254 1,205
30 1,013 1,025 1,040 1,068 1,083 1,110 1,145 1,181 1,245 1,230
- 30 (cont) C1,109 1,113 1,117 1,119 1,119 1,122 1,122 1?122 1,122 1,123




TABELA 16,

Gradientes de densidade de Percoll (em NaCl 0,15 M,
densidade inicial = 1,12 g,cmhg) obtidos por osmo-

centrifugacdo a 4°C por 30 minutos.
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Densidades (g.cm™

3)

Distancia do

_h‘mgﬂisco (cm) 16,6 17,4 18,1 18,9 19,6 20,4 21,1 21,9 22,6 23,4
Velocidada ™ ' :
(rpm)
1000 1,047 1,076 1,087 1,103 1,110 1,116 1,126 1,141 1,155 1,199
1000 1,047 1,072 1,092 1,104 1,112 1,120 1,126 1,136 1,175 1,188
1000 (cont.) 1,120 1,120 1,122 1,122 1,122 1,122 1,122 1,T22 1,122 1,123
2500 1,009 1,017 1,029 1,041 4,062 1,093 1,152 1,213 1,274 1,239
2500 1,008 1,017 1,026 1,042 1,060 1,092 1,149 1,197 1,252 1,257
2500 (cont.) 1,115 1,119 1,120 §,120 1,120 1,121 1,122 1,422 1,123 1,124
TABELA 17. Gradientes de densidade de Ficoll (densidade
inicial = 1,06 g.cm"g) obtidos por osmocen-
trifugacio a 4°C, 3000 rpm.
S — -
Densidades (g.cm ™)
Distancia do
~.menisco {em) | 16,6 17,4 18,1 18,9 19,6 20,4 21,4 21,9 22,6 23,4
Tempo
(min) :
30 6,998 1,037 1,044 1,046 1,051 1,052 1,056 1,057 1,058 1,060
30 (cont.) 1,652 1,057 1,067 1,057 1,658 1,058 1,058 1,059 1,059 1,089
&0 1,037 1,041 1,045 1,049 1,052 1,056 1,068 1,059 1,063 1,064
60 (cont.) 1,054 1,055 1,057 1,058 1,058 1,058 1,058 1,059 1,059 1,059
g0 1,031 1,038 1,042 1,047 1,057 1,055 1,058 1,060 1,063 1,065
90 (cont.) 1,053 1,055 1,058 1,058 1,058 1,058 1,009 1,059 1,059 1,059
120 1,031 1,039 1,042 1,049 1,052 1,056 1,059 1,062 1,067 1,065
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FIGURA 16.

Distancia do menisco/cm

Gradientes de densidade de Percoll
3) ob
tidos por osmecentrifugacdo duran-
te 30 minutos, a QOC, a (e) 220,
(&) 900 e () 2010 x g; (00) experi
mento de controle (centrifugacio
convencional a 2010 x g).

(densidade nominal 1,12 g.cm”
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FIGURA 18.

Distancia do menisco/cm

Gradientes de densidade de Percoll (em
NaCl 0,15 M, densidade inicial 1,12 g.
cm"3), cbtidos por osmocentrifugacao
durante 30 minutos, a 4°C, a (e) 220,
(4) 710 e (@) 1400 x ¢; (O) experimen-
to de controle (centrifugacdo conven -
cional a 1400 x g).
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FIGURA 15.

Distancia do menisco/cm

Gradientes de densidade de Ficoll (densidade inicial
1,06 g‘cmMB), obtidos por osmocentrifugacao a 2010 x
s 4OC, durante (&) 30 e (4) 90 minutos; (4) experi-
mento de controle {centrifugacdo convencional duran-
te 90 minutos).
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4.2.4. Osmocentrifugacao de Sanque em Gradientes

da Densidade

Amostras de sangue foram centrifugadas em uma colu
na de Percoll em células de osmocentrifugacio. Dois tipos de
experimentos foram realizados: um com amostras de sangue huma
no diluido 1:5 com solucgdo 0,15 M de NaCl e outro com amostras
de sangue diluido com agua e, portanto, hemolisado. As amos—
tras (0,6 ml) foram aplicadas no topo de uma coluna homogénea

-3
de Percoll (em NaCl 0,15 M, densidade inicial 1,12 g.cm ~) de

6,8 cm de altura. O compartimento do solvente foi preenchido
com solugao 0,15 M de NaCl e as células foram centrifugadas du
rante 30 minutos a 710 x #. Experimentos de controle dos dois
tipos foram, também, realizados. O0s experimentos foram foto-
grafados ¢ cvs resultados sao mostrados na Figura 20. Foram, en
tédo, retiradas aliguotas, gue foram observadas em microscdpio
optico para verificar a presenca ou ndo de hemaceas.

A medida que os gradientes de Percoll se formavanm
nas células de osmocentrifugacfo, as amostras de sangue sedi-
mentaram e, quande se utilizou sangue néomhemolisaéo, uma ban-
da estreita de hemaceas foi cbservada a aproximadamente 4 cm do

A

. R . . -2
menisco ue corresponde a uma densidade de 1,10 g.cm a den
’ ' ot

sidade esperada para bandeamento isopicnico de heméceas(133).
Usando sangue hemolisado, uma banda larga e difusa foi observa
da na metade superior da coluna. Nos experimentos de controle,
onde o0s gradientes de concentracio nao foram obtidos, as zbnas
de sangue apliba@as no topo da coluna de Percoll ndo se move-

ram significativamente.
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yé\

FIGURA 20. Bandeamento de sangue em gradientes de densidade de
Percoll. Amostras de (a,c) sangue e (b,d) sangue he
molisado foram aplicadas no topo de uma solucao homo
genea de Percoll (em NaCl. 0,15 M, densidade inicial
1,12 g,cm“3). Experimentos de {a,b) osmocentrifuga-
cao e (c,d) centrifugacdo convencional foram realiza
dos durante 30 minutos a 710 x g, 4°c.
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4.3. DISCUSSAOQ

Gradientes de densidade de Percoll com inclinacdes de até

7,5 X 1073 <_~‘;.Ir1f{""1.,czr1“1 no meio do tubo de centrifugagéo {a 4 cm

do menisco) foram obtidos por Pertoft e colaboradoxes(132) porxr
cgntrifugagéo convencional a 106 g ¥ min (campo inercial x tem
po de centrifugacgdo). Segundo a Tabela 18, as inclinacgbes dos
gradientes de densidade de Percoll, obtidos poé osmocentrifuga
cdo, durante 30 minutes, em baixo campo inercial s&o compari-
veis agqueles obtidos pof centrifuga¢ido convencional a 106 g X
min. Por exemplo, gradientes de densidade de Percoll com in-

3 c_;“.1111'"1.c:n'f"1 foram cbtidos por osmocen-

clinac¢des de 11 x 10
trifugacdo a 6,6 x 103 g X min.

Gradientes de densidade com diferentes inclinacdes, ade-
gquadas para diferentes experimentos de separag¢ido, podem ser ob
tidosg, variando-gse o tempo e a velocidade de osmocentrifugacao
Mesmo gradientes de densidade de Ficoll poden ser gerados apés
30 minutes de Qsﬁocentrifugaqﬁo a 2010 = g. Gradientesmais a-
centuados podem ser obtidos apds algumas horas de centrifuga-
cio.

Nos experimentos descritos neste capitulo, os tempos uti-
lizados foram muito curtos para gue o equilibrio de sedimenta-
cédo do soluto formador de gradiente fosse alcancado. No plane
jamento de experimentos para fracionamento de particulas por os
mocentrifugacido em gradientes de densidade & necessério consi-
derar dois pontos principais: i) a velocidade de sedimentagio
das particulas e 1ii) a velocidade de formagéo e de alterag$C)do
gradiente de densidade.

Quando as particulas a sercm separadas sdo mulito grandes,

@ conveniente pré-~formar o gradiente de densidade e s6 entéo
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aplicar a amostra. Em experimentos com particulas tais como he
maceas, a amostra pode ser aplicada sobre uma solucdo homogé-
nea de Percoll ou Ficoll e o gradiente de densidade pode ser ge
rado simultaneamente com a sedimentacao das particulas.
Portanto, a geracdo.de gradientes de densidade por osmo-
centrifugacdo, que pode ser feita em centrifugas de baixa velo
cidade, pode ser vista como uma alternativa efetiva ao uso de

ultracentrifugacao em altos campos inerciais(134).
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5. OSMOCENTRIFUGACAQ E CENTRIFUGACAQ DE ALBUMINA

EM PRESENCA DE POLIELETROLITOS

5.1. INTRODUGAO

5.1.1. Complexos de Polieletrolitos

A interacido entre polieletrdoliteos de carga oposta
despertou o interesse de bioguimicos e bilofisicos, uma vez que
grande parte dos polimeros biologicos em sistemas vivos apare-

cem i0nicaemente associados.

Un dos primeiros estudos sobre a associacao ionica
entre polieletrdlitos foi desenvolvido por Bungenberg de Jong
(135,136) . s — o ] _ A

, gue investigou sistemas naturais tails como gelatina
e goma arabica. Ele observou, due certos polieletrolitos em so
lucgdo podem formar coacervados, isto &, fases separadas conten
do maior quantidade de polimero qua a solugdo restante. Tais
coacervados ocorrem normalmente guando wa dos componentes poli
méricos & negativamente carregado (por exemplo, goma arabical
e o0 oulro positivamente carregado (por exemplo, gelatinaj.
. . {(137) . . X 1

Deuel e colaboradores estenderam o estudo de
Bungenberg de Jong a outros polimeros naturais e sintéticos,
tais como polietilencimina. Porém, até entio, somente poliele
trolitos levemente acidos ou levemente basicos haviam sido in-

vestigados. Fuoss e Sadek(138)

observaram que a interagac en-—
tre polidnions fortemente Acidos e policaticns fortemente basi
cos fornecem precipitados coloidais com quantidades estequio-
métricas dos poliions, ao invées de coacervades gelatinosos.
Una explicacaoc provavel para a formagéo dos comple
%x0s entre espécies de alto pesc molecular parece ser a "tendén

i . - . . x 139 N
cia de escape" dos microlons assoclados a cada polllon( }. A
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interagao entre pares de poliions libera uma guantidade de mi-
creoions, que se difundem livremente para o meio do solventa,cﬁa
maneira gque o aumento de entropila devido a liberacao dos micro
jons excede o decréscimo de entropia devido a condensacgao dos
pares polication-polidnion. A hipdtese de que a formagao dos
complexos & entropicamente dirigida & reforgada pela observa-
gdo de gue o complexo pode se dissolver em solucdes de eletroO-
litos concentradas. IEm alguns casos, porém, os proprios micro
ions podem limitar as interacoes, permitindo rearranjos de seg
mentos de cadeias logo apOs o contato entre elas e favorecendo
a formacio de complexos nao esteguiométricos. Complexos nao-
estoquiométricos podem ser obtidos, variando as proporgées re-
lativas dos polilons em sclugdo.

Complexos de polieletrolitos tém o aspecto de resi
nas amor fas, homogénas, transparentes, extremamente duras e que
bradicas guando secas, mas bastante flexiveis guando umidas.
Sac altamente permeaveis a agua, eletrolitos e outros microsso
lutos, mas sao impermeaveis a macrossolutos. Possuem alta cons
tante dieléﬁrica quandoe Gmidos e dopades com ions.

Estas propriedades podem favorecer ilmportantes a-
plica¢bes praticas. Por exemplo, devido a sua alta permeabili
dade a égué, os complexos de polieletrdlitos séo utilizados na
obtengdo de membranas para ultxafiltxagﬁo. Ainda devido a sua
permeabilidade a dgua e a maioria dos microssolutos encontra—
dog no corpo humano e devido a sua semelhanca com tecidos tais
como colageno, 08 compiexos de polieletrolitos podem ser utili

zados como substitutos de tecidos biolégicos(ug) .



103

5.1.2. Complexos entre Proteinas e

Polieletrdlitos Sintéticos

A associacdo entre proteinas diferentes em valores
de pH entre seus pontos isoelétricos pode ser responsavel por
problemas sérios durante o fracionamento de proteinas. Por ou
tro lado, esta mesma associacao pode ser utilizada para auxi-

. ~ . (140)
liar a separacac de grupos de protelnas .

A adicdo de um novo componente macromolecular car-

regado a uma solugdo, contendo uma mistura de proteinas, pode

favorecer a separagdo seletiva de ume ou mais delas, atravésda

formacdo de complexcs. A complexagdo de proteinas por macro-
ligantes soltveis em agua foi utilizada por Hubert e colabora-

(147,142)

dores para purificacdo de proteinas por particgdo de a-

finidade e filtracido em gel e por Adamski-Medda e colaboradores

(143) para ultrafiltracdo bhioespecifica.

Sternberyg e Hershbergex(144)

observaram gue protel
nas podiam ser precipitadas com acido poliacrilico, sendo recu
peradas, essencialmente, purificadas e sem desnaturagé’.ow A re
cuperacdo de proteinas atraves da formagéo de complexos insoll
veis com polieletrdlitos parece ter grande interesse pratico.
Comparada com outroes métodos usados para Separagéo de protei-
nag em larga escala, tais como predipitag&o por solvente ou
"salting out", a complexacdo com polieletrolitos tem um  custo
geralmente baixo, visto gue sido utilizados reagentes relativa-
mente baratos, efetivos em-concentxag@es baixas e ¢ue nao pro-

vocam problemas sérios de recuperacao de efluentes.
A complexagdo de proteinas com acido poliacrilico

(145)

foi aplicada por Sternberg e colaboradores a recuperacao

de proteinas do soro de leite. Na fabricacao de gqueiijo, o so-
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ro de leite ndo aproveitado contém 5% de proteinas de alto va-
lor nutricional. O© método permitiu a recuperagao dé 86% das
proteinas. Para isto, adicionou-se o &cido poliacrilico ao so
ro de leite, com pH 3,8-4,2, obtendo-se um precipitado branco,
que foi separado por centrifugacac ou filtragéao. Uma reacao
com carbonato de magnésio regenerou as proteinas, praticamente
sem desnaturacéo, obtendo-se um material com baixa @ concentra-
cao de lipideos, lactose e multo pouco reagente residual.

(146}

Morawetz e Hughes estudaram interacdes entre

albumina bovina e alguns polieletrdlitos sintéticos (acido po-

limetacrilico, copolimero estireno-anidrido maleico, polivinil
amina e copolimero dcido metacrilico~metacrilato de dietilami-
noetila)}, investigando a utilidade dos reagentes para fraciona
mento de proteinas. A albumina bovina foi escolhida para os
testes, pois, devido 4 sua alta solubilidade em &gua, somente
precipitantes altamente efetivos seriam capazes de retira-la da
solugdo. A recuperacio da proteina no seu estade nativo & um
requicito importante para o processo de fracionamento. O aci-
do polimetacrilico e a polivinilamina puderam ser guantitativa
mente precipitados das solucdes de albumina por Jons sulfato e
bario e a albumine fol recuperada intacta. Mesmo nos comple-
xos de albﬁmina com o copolimero estireno-acido maléico nao hou
ve evidéncias de desnaturacdo, embora as forcgas de ligagaéo en~
tre a proteina e o polieletrdlito fossem téo fortes gue a sepa
racao dos componentes individuais foi impossibilitada. A apli
cagdo dos polieletrdlitos no fracionamento de proteinas foil i~

lustrado por Morawetz e Hughes através da separac¢do entre albu

mina e oxihemoglobina, utilizando acido polimetacrilico em pH
entre os pontos isocelétricos das proteinas.

A ligacdo entre albumina e polieletrdlitos sintéti
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cos. tem também interesse como modelo para investigacao das in-
teracbes entre polimeros bioldogicos "in vivo". Ruramoto e co-

laboradores(147)

estudaram, recentemente, a complexacéo de al-
bumina e acido poliacrilico por viscosimetria, dicroismo circu
lar e fluorescéncia.

No fracionamento de proteilnas, para evitar desnatu
ragdo, & recomendavel gue o pH de precipitagio néo exceda os 1i

mites (extremamente acidos ou alcalinos) de estabilidade da pro

teina. Em algunsg casos, por exemplo, no fracionamento de pro-
teinas do sangue, cujos pontos isoelétricos sdo usualmente aci
dos, pode ser conveniente o uso de polieletrélitos com carga po
sitiva(146).

Neste capitulo, a formagdo de complexos entre albu
mina bovina e poliacrilamida catidnica é investigada, varian-
do-se as proporcoes de polieletrdolito e o piH da solugao, em ex
perinentos de centrifugacgao e osmocentrifugagéo. Poliacrilami

das tém um papel importante como floculante de particulas(148’

49 e - -
149) para c¢larificacdo de agua, podendo ser encontradas na for

ma nac-idnica, anibnica ou catidnica.

5.2. PARTE EXPERIMENTAL

5.2.1. Materiais e LEquipamento

Materiaig

Poliacrilamida Crosfield Polyelectrolytes, Crosfloc
CFC 307.

Albumina bovina A-2153 Sigma - lot 41F - 0059,

Eguipamento

Centrifuga refrigerada de cacgapas basculantes,
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RC-3B Sorvall Instruments.
EspectrofotBmetro UV-visivel Micronal B 382.
Densimetro PAAR-DMA 60/602.

pH-metro Micronal B 274.

5.2.2. Caracterizacdo da Poliacrilamida

5.2.2.1. Determinacdc do Volume Especifico

Parcial da Poliacrilamida

Para a determinacéc do volume especifico

parcial da poliacrilamida, utilizou-se a equacdo 9%

(m,’ + mE) _ Lo
Vo= e - V.m, + V.m 99
Vit 22 (99)
P
onde V & o volumne de solucao: my; e m, s&o, respectivamente, as
massas de solvente e de soluto; v, e v, sdo os volumes especi-

1 2

ficos parciais de solvente e de soluto; p & a densidade da so~
lucdo.

Foram preparadas solugoes aguosas de po-
liacrilamida a partir de uma amostra seca do pellmero, que ha-
via sido mantida em dessecador com H3PO4 até peso constante.
Determinaran—se as densidades em densimetro PAAR-DMA 60/602 e,
considerando uma massa fixa de agua (m1 = 6,00000 g}, tragou-
se um grafico de volume de solugdo em fungéo de massa de poli-
acrilamida (Figura 21) com og valores apresentados na Tabela 19

A partir do coeficiente angular da reta V x My obteve-se o va

lor de 32 = 0,666 cm3.g_1 para a poliacrilamida.




TABELA 19. Valores de densidade de poliacrilamida
em funcao da concentracﬁo.

Concentracao P v my X 182
(% (m/m)) (g.cm™) (cm®) (g)
0 0,897043 6,01778 0
0,1657 0,997494 6,02506 0,99585
0,2826 (,997910 6.,02961 1,70041
0,5029 0,998493 6,03943 3,03265
0,6489 0,999294 6,04348 3,91883

6,00

6,03

V/cm3‘

6,02

| I | }
0,01 0,02 0,03 0,04

mz/g

FIGURA 21. Determinacdo de v da poliacrilamida. Grafico de V
e funcao de m, COom massa de solvente constante
(m1 = 6,00000 g).

107
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5.2.2.2. Determinaciao do Peso Molecular

da Poliacrilamida

Determinou-se o peso molecular médio da a-
mostra de poliacrilamida CFC 307 utilizada nos experimentos des
critos na secao 5.2.4 , por osmocentrifugagao. Utilizaram-se
as células descritas na Figura 5, providas de membranas de ace
tato de celulose, preparadas a partir da sclucgdo A (segdo 3.2.2}).
Foram realizados experimentos a varlas concentracgdes e alliquo-

tas de solucdo, retiradas a diferentes alturas, foram analisa-

das por medidas de densidade (ao invés de absorbancia).

0s experimentos de osmocentrifugacao fo-
ram realizadoes a 900 rpm (180 x g), a 6°C. O0s resultados séo

apresentados na Tabela 20 e uma curva de 1ln ¢, x r & apresenta

2
da na Figura 22. As concentracgOes das aligquotas de solucgdo fo

{43)

ram calculadas a partir de valores de densidade , atraves da

equacac 70

onde P e a densidade do solvente.
- Calcularam-se a diferentes concentracoes,
a partir da eguagao 93, os pesos moleculares aparentes da poli
acrilamida, gue sao apresentados na Tabela 21.
A curva de :;Lm ¥ concentragao apresenta-
' Mya '

da nea Figura 23, de acordo com a eq%agéo 96, foi extrapolada a

concentracao zero, fornecendo um valor de Ew = (2,70 * 0,87) x

10% ¢ de Bop = —1 x 1073 ml.mo1l.g972.



TABELA 20. Osmocentrifugacao de poliacrilamida CFC 307
em solu¢dao aquosa a 900 rpm (160 x ¢), 6°c.
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Concentracdo x 10° (g.nﬂ"1)

r (cm) 17,2 17,9 18,7 19,4 20}2 20,9 21,7 22,4 23,2 23,9 So0lv.

Tempo
(h)

285 0,744 0,804 0,823 0,883 0,883 0,913 0,992 1,01 1,00 1,12 0,134

0,695 0,804 0,843 0,843 0,952 0,972 (0,992 0,883 1,056 1,11 0,128

0,764 0,823 0,863 0,883 0,952 0,952 0,992 1,03 0,472 1,11 0,119

1,12 1,98 2,17 2,28 2,43 2,77 2,79 3,1t 3,60 3,81 0,324

1,16 1,9 2,17 2,26 2,45 2,71 2,88 3,13 3,54 3,750,316

z281 0,653 0,762 0,940 0,810 1,21 1,28 1.45 1,57 1,79 1,84 0,027

306 0,672 0,886 1,00 1,10 1,19 1.27 1,46 1,60 1,75 2,02 0,085

1,05 1,35 1,60 1,91 2,256 2,66 2,71 3,38 3,7 3,95 0,152

1,25 1,37 1,66 2,00 2,12 2,48 2,917 3,13 3,33 3,82 0,241

TABELA 21. Pesos moleculares de poliacrilamida CFC 307

calculados a pavtir'da Tabela 8.

— 3 - ~d} 1 5
Co X 10 0 MZap X 10 - * 10
-1 , -1 -1 2ap
{(g.m17) {(g.m1™") {g.mol™ ") (mo?.g“g)
2,61 0,897921 2,82 3,55
2,60 0,997917 2,79 3,59
1.30 0,997478 2,92 3,43
2,39 0,997847 3,39 2,95
2,43 0,997860 2,96 3,38
1,23 0,997456 2,69 3,72
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n c, -6,0

~6,5

300 100 500
rz/cm2

FIGURA 272. Grafico de In Co em fungdo do quadrado da distancia entre
0 eixo de rotacao e um ponto na celula., Solucao aquosa de
poliacrilamida 2,4 g/1, apos 306 h de osmocentrifugacdo a
900 rpm, 6°C.



111

/mol g"?
eji
! .
%@

M2ap

FIGURA 23. Grafico de x concentracac de poliacrilamida

m2ap 5
CFC 307 em solucao aguosa.

5.2.2.3. Titulagio da Poliacrilamida

com Acido Poliacrilico

Com o objetivo de avallar a densidade de
carga da poliacrilamida (CFC 307) utilizada, foi efetuada uma
titulacdo com &cido poliacrilico. A solucdo de acido poliacrl
lico foi pfeviam@nte dialisada contra agua bidestilada, para e-
liminar impurerzas. Determinou-se a densidade da selugéo {p =

-1 (150)

0,998720 g‘mlmq) e conhecendo o valor de v 0,73 ml.qg

2:.
e utilizando-se a eguacio 70, obteve~se a concentracao da solu
¢do. O pH da solucdo {(pH 3,28) foi, entdo, com a adicao de u-
ma solucgao 0,6% de NaOH, elevado a 4,75 gue coincide com o pK

(151)

do acido poliacrilico , isto &, o ponto de meia neutraliza
gdo. A concentragdo final de &cido poliacrilico foi igual a

0,892% (m/m).
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Diferentes propoxr¢des da solugdo de acido
poliacrilico foram adicionadas a aliquotas de uma solugao esté
gue de poliacrilamida (02 = 0,599% (m/m}), mantendc um volume
total constante. Formaram—se diferentes propor¢ées de precipi
tado, que fol devidamente filtrado em funil de placa porosa, la
vado com peguena guantidade de agua e deixado em dessecador com
silica gel. O material seco foi pesado e os resultados sdo a-
presentados na Tabela 22. Um grafico de massa de precipitado
em funcaoc de concentracace de poliacrilamida em solucado (Figura
24} mostra um ponto maximo correspondente a 0,222% de poliacri
lamida e 0,561% de acido poliacrilico. Aszim, neste ponto, a
relagﬁc massa de ag¢ido poliacxilico/massa de poliacrilamida &
2,53, Considerando gque o mol de monémero do acido poliacrili-
co pesa 71 g e que cada monOmere contém um grupo carboxila, mas
somente metade do nimero total destes grupos se encontra ioni-
zada no polimero (em pil = pK), & possivel estimar a presenca de
0,0178 mol de cargas positivas por grama de poliacrilamida, is

to &, que o equivalente de mondmero da poliacrilamida & 56 g.

TABELA 22, Titulacac da poliacrilamida com acido poliacrilico.

¢ (ac. poi;acr71€co) c (po1iac;i1amida) pﬁgiigigzdo
’ ’ (g)
0.,8028 0,0599 0,00765
60,7136 ' 0,1198 0,01106
0.,67244 . 0,1797 0,01495
G,4460 0,2985 0.01361
0,3568 0,3594 0,01231
0,2676 0,4187 0,00816
0.,1784 0,4792 0,00622

0,0692 0,5391 0,00356
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5.2.3. Método de Biureto para Analise de Proteinas

Nos experimentos descritos neste capitulo, ocontel
do de albumina foi analisado pelo método de BiuretQ(152), pois
a poliacrilamida presente na maioria das solucgoes investigadas
também, absorvia na regilo ultravioleta.

Preparou-se © reagente de Biureto: adicionaram—se
2,6 g de CuSG4.5H20 e 9 g de tartarato de sé&ié e potassio a
500 ml de sclucdo 0,2 N de ﬁaOH contendo 5 g de KI; elevou-se

o

o velume a 1 1 com solucgde 0,2 N de NaOH,

Para analise da proteina, adicionaram-se 1,5 ml de
reagente de Biureto a 1T ml da solucdo investigada, misturando
e aguecendo a 37°C durante 10 minutos. Esfriando até a temnpe--
ratura ambiente, determinou-sze a absorbincia a 540 nm. A éonm

centragao de proteina foi determinada através de uma curva de

calibracio (Figura 25} de absorbdncia a 540 nm x concentracao

de albumina. Os valores experimentals utilirzados para a cons-

trucdo da curva de calibracdo sdo apresentados na Tabela 23.

TABELA 23.  Curva de calibracao de absorbancia a 540 nm
x concentragac de albumina para solucoes a-
nelisadas com reagente de Biureto.

Concentracao

(%) Asg0
1,980 . 1,010
1,320 0,999
0,990 | 0,916
6,495 0,525
0,198 0,232

0 0,041
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FIGURA 25. Curva de calibra¢io de absorbancia a 540 nm
x concentracao de albumina para solucces a-
nalisadas com reagente de Biureto.

5.2.4. Centrifugacao e Osmocentrifugacao de Albumina

em Presenca de Peoliacrilamida

Observou~se gue solu¢bes de albumina em presenca de
- peliacrilamida catidnica apresentam turbidez na auséncia de clo
reto de so0dio e em pH acima do ponto isoelétrico da proteina

(951

Centrifugaram~se solugbes de albumina em presenca

(pI = 4r7

de poliacrilamida catidnica em pH 6,5, a 4000 rpm, AOC, duran—~
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te 7 horas. Utilizaram-se as celulas descritas na éFigura 5,
providas de membranas de acetato de celulose preparédas a paf—
tir da solugdo A (segdo 3.2.2) ou, no caso dos controles, de um
filme impermedvel de PVC. Apds a centrifugagao, aliquotas re-
tiradas a diferentes alturas foram analisadas quanto ao conteg
do de albumina pelo método de Biureto. Antes, porém, a cada mi
lilitrc das aliquotas, fol adicionado 0,1 al de solhgéofﬁ%(m/m)
de NaCl, para elimirar a turbidez das solugaes, eviﬁando inter

feréncia nas medidas espectrofotométricas. Na Tabela 24, sao
apresentados resultados de experimentos de osmocentrifugacac e

centrifugagac normal, onde foram variadas as proporides de al-
bumina/poliacrilamida, mantendo-se uma concentragao. total de so
luto aproximadamente 1% {m/m) .

A Tabela 25 mostra os resultados de experimentos
onde solugoes 0,5% {(m/m) de albumina em NaCl 0,5% {m/m) e solu
¢oes aquosas 0,5% (m/m) de poliacrilamida catidnica foram cen-
trifugadas separadamente. As concentracoes de poliacrilamida
foram determinadas atraves de medidas de densidade.

| A parﬁir dos dados apresentados na Tabela 24,é§po§
sivel calcular a‘pexcentagem de massa de albumina acumulada no
gquinto inferior da célula de centrifugagdo (e osmotentrifuga-
¢ao) em fuﬁgéo da relacao concentragao de albumina/concentra -
gao de poliacrilamida, conforme a Figura 26. Observa-se um m&

/

ximo correspondente a < CoaM ﬂ,},?S.

Para verificar o efeito do pH sobre a sedimentacgao

ALEB

- de albumina em presencga de poliacrilamida catidénica, realiza-
ram-se experimentos de osmocentrifugagao de solugGes 0,36% (m/m)

de albumina e 0,45% (m/m) de pecliacrilamida com valores de pH

diferentes (pH diminuldo com adigao de &cido cloridrico). 0s

resultados estao apresentados na Tabela 26.
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TABELA 24. Experimentos de osmocentrifugacac e centrifugatdo normal

(controle) de albumina em presenca de poliacrilamida ca-
tidnica, a 4000 rpm, 4°C, pH 6,5.

Concentracoes de albumina (%) o

r {cm) 17,0 18,5 20,0 21,5 23,0
Cag®
Cpan
0,230 0,060 0,090 0,145 0,240 0,388
0,23° 0,160 0,180 0,180 0,180 0,194
0,67" 0,030 0,080 0,190 0,345 1,07
0,67° 0,135 0,165 0,210 0,320 0,755
1,67 0,020 0,040 0,042 0,043 2,67
1,67° 0,042 0,050 0,058 0,055 2,66
2,33" 0,037 0,072 0,094 0,110 2,67
2,33° 0,110 0,121 0,121 0,121 2,79
3,33° 0,242 0,253 0,253 0,264 2,14
3,70 10,130 0,180 0,230 0,320 1,80
3,70° 0,250 0,280 0,295 0,285 1,50

a Relagao entre concentragtes de albumina e
poliacrilamida cationica.

b Experimentos de csmocentrifugacao.

c .
Experimentos de controie.
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TABELA 25. Experimentos de osmocentrifugagao e centrifugacdo normal

(contro]e) de solugoes 0,5% (m/m) de albumina e de solu-

goes 0,5% (m/m) de poliacrilamida cationica, a 4000 rpm,

4°c.
Concentracoes (%)

r {cm) 17,0 18,5 20,0 21,5 23.0
Soluto
albumina® 0,165 0,240 0,350 0,550 1,20
albuminab 0,450 0,480 0,480 0,490 3,510
po?iacrilamidaa 0,185 0,267 0,234 0,468 0,731
po]iacri1am1dab 0,461 0,454 0,477 0,477 0,484

a . _ ~
Experimentos de osmocentrifugacao.

b . .
Experimentos de controle.

TABELA 26. Experimentos de osmocentrifugagio de solugoes 0,36% (m/m)

de albumina e 0,45% (m/m) de poliacrilamida a 3000 rpm,

406, durante 7 h em vaiores de pH diferentes.

Concentracoes de Albumina (%)

r (cm) 17,0 18,5 20,0 21,5 23,0
pH
2.3 0,170 0,225 0,290 0,375 0,425
4,6 0,145 0,215 0,275 0,340 0,475
6,4 0,070 0,150 0,205 0,325 0,635
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5.3. DISCUSSED

Observou-se a formagao de complexos entre poliacrilamida
catidnica e albumina bovina em pH 6,5, O produto desta comple
xagao foi um coacervado gelatinoso, gue pode ser recuperado no
fundo da célula de centrifugagac. Este aspecto gelatinoso & ca
racteristico de complexos formados por polieletrdlitos fraca-
mente acidos ou fracamente bisicos. Eumbora se.apresenteruifoz
ma de um gel, guase a totalidade da albuﬁina complexada pode
ser concentrada no fundo de uma célula em experimentos de O smo
centrifugagao e até meswo centrifugacdo normal, ajustando-se o
pH e as proporgoes adequadas de poliacrilamida e proteina.

A eficiéncia do complexante & bastante influenciada pelo
PH, conforme a Tabela 26. Em valores de pH abaixo do seu pon-
to isoelétrico (pl = 4,7), a albumina apresenta carga posgitiva,
inviabilizando a formagao do complexo com o policition. O gra
diente de concentracgao de albumina em presenga de poliacrilami
da, Ccbservado em experimentos de osmocentrifugagac em pH 2,3,
& comparivel ao gradiente obtido com albumina livre (na ausén-
cia de poliacrilamida). Somente em pH acima do ponto i$oeié -
trico (pH = 6,4, Tabhela 26}, a complexacac passa a ser efetiva.
Tal comportamento pode ser comparado com o observado por Mora-

(146)

wetz e Hughes para o sistema albumina/polivinilamina, on-
de o precipitante 88 se torna efetivo em pH acima de 7. A al-
bumina bovina parece ter uma tendéncia fraca em complexar com

(153) ac fato de esta

polieletrdlitos bdsicos, que se atribui
proteina apresentar uma configuragao em gue grande parte dos
grupos anidnicos estio localizados no interior da molécula.

Em experimentos realizados em pH constante (pH = 6,5, Ta-

bela 24 e Figura 26), observou-se que hi uma pProporgac critica
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de proteina e polication requerida como condigao otima de com-
plexagao. Quando esta proporcao foi obedecida, praticamenﬁe
95% da albumina complexada pdde ser concentrada na quinta par-
te inferior de uma cé&lula de centrifugagao, tanto em experimen
tos de osmocentrifugacdo como de centrifugagao norﬁalw Aumen-
tando-se a proporgac da proteina ou do polication, menor qguan-
tidade de albumina foi complexada e recuperada.no fundo da cé-
lula. Alem disso, parte do complexo formado se maﬂteve dispe£
sa ¢, neste caso, o0s resultados obtidos em experxrimentos de os-
mocentrifugagac foram sensivelmente melhores que aqueles obti-
dos por centrifugag¢ao normal. Provavelmente, guando as concen
tracbes de proteina e policition estdo fora da proporgac criti
ca, formam—-se complexos com excesso de carga positiva ou nega-
tiva, o que facilita a sua dispersdo e, conseguentemente, pre-
judica a recuperagao da proteina no fundo da célula.

A prbﬁoiéﬁéydritica entre albumina e poliacrilamida em pH

ane’ Span =

moléculas de poliacrilamida para 2 de albumina. A partirdati

.6f5 corresponde a < 1,75, isto &, aproximadamente 3
tulagdo da poliacrilamida catibnica com acido poliacrilico, &
stsivel estim&x.a existéncia de 480 cargas positivas por molé
cula de poliacrilamida. Este valor sugeriria um niimero de cax
gas‘par moiécula de proteina excessivamente alto(154} se O com
plexo formado fosse estequiométrico. Provavelmente, porém, nem
todas as cargas da poliacrilamida estao disponiveis para liga-
cao com a albumina e grande quantidade de microlons & carrega-
da pelo policétion na formacao do complexc. Além dissc, a in-
teragao entre polieletrdlitos envolve uma série de fatores mais

ou menos complexos, de maneira que somente wuma interpretacao

qualitativa dos resultados & aqui justificada. Por exemplo,
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Kuramoto e colaboradores(147) sugerem gque, embora as intera-

coes sejam principalmente idnicas, além do nimero de grupos id
nicos, elas podem depender da geometria e estrutura dos compo-
nentes poliméricos.

Concluindo, a poliacrilamida catibnica pode ser uma alter
nativa para a separagao de albumina pox complexaggd em uma fai
xa de pH, onde polieletxrdlitos anidnicos como © écido poliacri
lico nao sdo efetivos. Apds a separacgdo dos coacervados, poOr
centrifugagao, a protelna livre poderia ser recuperada, disso-
ciando-se ¢ complexo com a adigao de cloreto de sGdio e, entao,
retirando a poliacrilamida da solugao por floculagao ou por a-

digao de resinas anidnicas.
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6. ULTRAFILTRACAO CENTRIFUGA

6.1. INTRODUCAO

6.1.1. Ultrafiltracgao

0 uso de membranas como'meio de concentraééo e/ou
separagao de solutos cresceu sensivelmente nos ﬁltiﬁosvinteau
nos, deixando de ser uma simples curiosidade dé laboratdrio pa
ra ter um papel essencial em processos industriais ﬁe larga es

i g
cala(TJJ).

Entre os processos de separacao e concentracao por
membrana, a ultrafiltracdo & responsavel pelas aplicagdes mais
importantes nas indistrias farmacéuticas e alimenticeas. O seu
principio bésico & mostrado esguematicamente na Figura 27. A
solugdo de alimentacgo & introduzida no mddulc de ultrafiltra-
cdo ¢, sob uma diferenca de pressdo hidrostatica como forca mo
triz, o solvente e as particulas pequenas atravesgsam a nembra-—
na como filtrado, enguanto gue as particulag maiores sdo rejei

tadas pela membrana e concentradas. Para isto, sdo utilizadas

e~ 9 Oo| = SOLUCAO DE
O°o O O ALIMENTACAD
o O\

e —,

ém MEMBRANA
o Q o O
o O o o -
O o o o FILTRADO
I |

FIGURA 27. Principio basico de operacac da u1trafi]trat§o(§56).



124

membranas (de acetato de celulose, policarbonato, poliamida, po
lissulfona, etc.) com poxos de 1 a 100 nm. .

A ultrafiltrac¢ao e caracterizada por uma série de
vantagens: consome relativamente pouca energia, é pm processo
atérmico e ndo ha mudanca de fase. Devido a estas = vantagens,
a ultrafiltracdo encontrou uma grande variedade de aplicacgdes.

Uma das mais populares aplicacgdes da ultrafiltra—
cado tem sido o tratamento de éfluentes industriais para recupe
racac dos constituintes mais valiosos e réciclagem da agua. E~
xemplos desta aplicagdo sao a recuperacdo de tintas eletroforé
ticas da agua de lavagem na pintura de pecas metadlicas (automd
veis, etc.), separacdo de emulsdes agua-dleo em indistrias  de
processamento de metals e purificacac e recuperacdo de efluen-
tes de indistrias téxteis e de papel(156“158}. Outra aplica-
gao interessante & a producdo de agua ultrapura para a indis-
tria de semicondutores.

A indiistria de alimentos & outra importante area de
aplicacae da ultrafiltragéc. £ conveniente remover a agua dos
alimentos para favorecer a estabilidade wmicrobioldogica e redu-
zir a deteriaragio gquimica e os custos de armazenamento e trans
porte. A etapa inicial da desidr&tag&o de varios alimentos po
de ser reaiizaﬂa por ultrafiltragéo a custos bem inferiores do
gue por técnicas convencionais tais como evaporagém e liofili~
zacao, sem perda de aroma e componentes volateis. MNa Tabela 27,
sao comparados 08 consumos de energia dos diversosgmocessosdé

‘desidratagéo(ng)

, calculados para a concentracac de 1000 kg/h
de solucao 10% até 35%.
A ultrafiltracao tem duas aplicag¢fes principais na

indGstria de derivados do leite. O© uso inicial foi no trata-

mento do soro do leite para reduzlr problemas de poluigido e ob
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TABELA 27. Consumo de energia na concentragao de
1000 kg/h de solucoes de 10 a 35%.

Processo Energia x 103 (kwh)

Ultrafiltracao - 0,007
(pressao 2,5 atm) '

Dsmose reversa 0,196
(pressao 75 atm)

Liofilizacdo 2,699
Pervaporagao 7,769
Evaporacao
sem recuperagao de aroma 7,769
com 90% de recuperacgao de aroma : 8,790

{157}

ter um concentrade comercializavel rico em proteinaé R
Mais recentemente, a ultrafiltracao do leite vem sendo explora
da para obter rendimentos maiores na produgdo de gueijos mais
unifoxmesul Concentrando a gordura e as proteinas do leite por
ultrafiltracdo & possivel obter um produto de composigao idén-
tica a de gueijos macios, tais como o "Camembert"(158'160'161).

A esterilizacao e clarificacao de bebidas, especial
mente vinho, por ultrafiltracdo, também, & bastante vantajosa.
O vinho obtido apds a fermentagdo contém pequenas quantidades
de proteinasg, polissacarideos e outras impurezasg coloidais, gue
séo geralmente removidas por floculagao ou precipitégéo quimi-
ca. Este tratamentc afeta a qualidade do wvinho. A ultrafil-
tracgdo, por outro ladc, remove estas impurezas de maneira efe-
(1563} '

tiva e, também, esteriliza o vinho

Na indtstria farmacéutica, a ultrafiltracao e umme . .
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todo importante para o isolamento, concentracao e purificacio
substancias bioclogicamente ativas tails como enzimas, virus, a-

-
cidos nucléicos e proteinas(1°6’162)

. Métoedos tradicionais,

tais como extragdo por solvente, dialise, precipitégéo e croma
tografia, sdo normalmente menos eficientes e de maior custo,
com perda cbnsiderével de produto. Usando a ultrafiltracgdo, o
isolamento e a concentracao dos produtos podem*ser:feitcs em
uma Unica etapa, com economia sigﬁificativa. Produtos farma-—
céuticos obtidos por extracdo a partir de plantas ou animais
sao frequentemente contaminados com impurezas macremoleculares
Em muitos casos, estas impurezas podem, também, ser removidas
por ultrafiltracdo e um produto clarificado e de alta gqualida-~

de pode ser obhtido.

6.17.2. Polarizacao de Concentracio

0 maior problema da ultrafiltiracaoc & a chamada po-
larizacdo de concentracéo, isto é,'o actmulo das macromolécu-
las retidas e decréscimo de concentracao das moléculas menores
(permeantes) na regiao adjacente a superficie da membrana, con
forme a Figura 28. Esta polarizacdo de concentracac leva a u-
ma gqueda da permeabilidade e uma a;teragéo das caracteristicas
de rejeicao de soluto da membrana.

As causas e consequéncias deste fendmeno vém sendo

explicadas com base nos modelos de pressao osmética(164’165)

de camada de gel(166"168}. O primeiro modelo & mais adeguado

guando o material retido pela membrana tem baixo peso molecu-

lar. Devido ao aumento da concentracac de soluto, ha um aumen

to de pressao osmdtica na superficie da membrana. Isto leva a

uma diminuicao do fluxo de solvente através da membrana para u
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ma determinada pressdc hidrostatica. Além disso, a qualidade
do filtradec pode ser afetada, pois, em uma membrana nao ideal,

o vazamento de soluto & diretamente proporcional & sua concen-

tracao.
MEMBRANA F1LTRADO
NEEEEEEREE
ALIMENTACAD —= ' ' C@NC{ENTRADO
STTTT T T
MEMBRANA FILTRADO .
(163)

FIGURA 28. Desenvolvimento da camada de polarizagao .

0 modelo de camada de gel se aplica guando o mate-
rial retido pela membrana tem peso molecular elevado e o aumen
to de pr@éséo csmdtica devido & polarizagao & desprezivel. Neg
te caso, a concentraciao de material pode ser suficiente para
permitir a formacdo de uma camada de gel na superficie da mem-
brana. Esfa camada atua tambeém como uma membrana, afetando as
caracteristicas de filtracdo, reduzindo o fluxo e alterando a
retencéo de componentes de baixo peso molecular. O fluxonaoé
recuperado nem com aumento da pressdo hidrostatica, que provo-

caria um acumulo adicional de soluto com espessamentco da cama-

da de gel,
Além da polarizacfo de concentracdo, interacles en
tre o soluto macromolecular e a membrana podem ser responséf

veis por alterac¢les nas caracteristicas de fluxo e retencao.
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Por exemplo, no tratamento de efluentes de Oleos sdlﬁveis(TGS)

por ultrafiltragao, ha adsorc¢do de 6leo na membrand, modificaﬂ
do sua molhabilidade e o diametro efetivo dos poros. Na ultra

(169,170) ha adsorcgde substancialckﬁiprg

filtrag¢do de protelinas
teinas na membrana. A gquantidade adsorvida aumentd com o tem-—
po, levando a uma diminuicdoc do fluxo de permeante.

A pelarizacao de concentracdo na ultrafiltracio nio
pode ser completamente evitada, mas seu efeito pod@;ser contro

lado, provocando-se agitacdo da solugdo na superficie da mem-

brara. Velocidades de cisalhamento altas na superficie da menm

brana sao essencilais para minimizar os efeitos da polarizacgao.
Nos processos de ultrafiltracao, os custos de bombeamento para
recirculacdo de liguido representam uma fracgao apreciavel do
custo total(155),

C controle da polarizacdo de concentracdo influen-
cia de modo apreciavel o proieto dos mbédulos de ultwafiltracio

- . o 56
Ha quatro modulos basicos em uso atualm@nte(1 ):

i} mddulo de
membrana tubular, i1i) médulo tipo filtro prensa, iii) moduloes
piral e iﬁ) modulo de fibra oca. Cada um deles se torna mais
adequado em apiiéagﬁeg'diferentes. Nenhum deles, porém, elimi
na o efeito da polarizacao ¢ uma consideracao importante ¢ a fa
cilidade cbm que as membranas podem sey limpas.

Para a limpeza de membranas utilizadas com solugdes
ricas em proteinas, principalmente na indistria de derivados do

(171)

leite utilizam-se solucdes de proteases Para a limpeza

de membranas utilizadas na ultrafiltracéo de microemulsdes a-

gua-0leo, uma solucdo micelar de um surfactante em alcool e a-

gua parece eficiente(?ﬁg). Em alguns casos, uma melhora subs—

tancial do desempenho da membrana pode ser obtida revertendo-
(171)

se temporariamente o fluxo de solvente atraves dela Es-
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ta "retrolavagem" pode se tornar mais eficiente com a aplica-
gao de corrente elétrica através da membrana, provcecando um f£lu
_ s (172) . s : s
¥o eletrosmotico . A corrente eletrica pode ser utilizada,
também, de outra maneira para melhorar a eficiéncia da ultra-
f‘ hng =\ - - " e (‘!73)
iltragac. E o caso, por exemplo, da eletroultrafiltracao ‘
onde um campo elétrico & utilizado para atrair proteinas em di
regiac oposta a do fluxo de liquido através da membrana. A for
macdo de uma camada de proteina na superficie da membrana é, en
tao, minimizada, ajustando-se o campo elétrico e o pH adequado.

(174)

Andien utilizou o campo inercial preoduzido em

uma centrifuga para diminuir o efeito da polarizacao de concen
tragaoc. Foi utilizada uma centrifuga continua, onde um cartu-
cho de fibra oca fol colocado paralelamente ao eixo de rotagao.
A pressic necessaria para produzir o fluxo de liguido através
da membrana fol fornecida por uma bomba e a solucgaoc foi alimen
tada continuamente., O campo inercial produzido (perpendicular
a membrana) favoreceuwa.transporte convectiveo de soluto da mem-
brana para o meio da solucao, reduzindo a polarizagéo.

Neste capitulo da tese, sdo descritos experimentos
de ultrafiltracéo, onde se utiliza um mdédulo adaptado aimw:ceg
trifuga de baixa velocidade de rotacao, de maneira gue o pro-
prio peso da coluna de liguido impulsicne o filtrade atraves da
membrana, ao mesmoe tempo em gue o campo inercial centribui pa-
ra sua despclarizacgdo.

Boerner(175) descreveu um pequeno dispositivo para
filtragao, gue utilizava, também, o campo inercial produzido em
uma centrifuga como forga motriz para a passagem do ligquido a-
través da membrana. Tal dispositivo porém, tinha capacidade 1i
mitada e, uma vez gue a membrana era posicionada paralelamente

ao eixo de rotacdo (e perpendicular ao campo inercial), ndo e-
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ra adequade a solucgdes viscosas, apresentando problemas de po-

larizacdo de concentracao.

6.2. PARTE EXPERIMENTAL

6.2.1. Materiais e Equipamento

Materiais

Ovalbumina {obtida no labkoratdrio, seg&ndo prepara
cao descrita na.segﬁo 3.2.5}).

Dextrana T 500 Pharmacia Fine Chemicalé, ne
17-0320~01, lot G1-21917.

Citocromo-~C {de cavalo}, Sigma n9 C-2506, lot
91FP-7050,

Albumina bovina, Sigma ne A-2153, lot 41F-0059.

Gamaglobulina, Pentex-Miles Laboratories, ne

82-042--3, lot 1012.

Eguipanmento

Centrifuga refrigerada, &e cagapas basculantes,
rCWBB Sorvall Instruments.

Espectrofotdmetro UV-visivel Micronal B 382.

Densimetro PAAR-DMA 60/602.

pli-metro Micronal B 274.

Compressor-aspirador DiaQPump, FANEM modelo Ca,

BF-G00.

6.2.2. Médulo de Ultrafiltracdo

Nos experimentos de ultrafiltracao descritos neste

capitulo foram utilizados modulos analogos ao apresentadona Fi
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gura 29. Cada médulo era composto por placas rigidas de acri-
lico, justapostas e parafusadas, de maneira a formar dois com-
partimentos separados entre si por uma membrana semipermeavel
(area = 23,8 cmz). O compartimento destinado ao f%ltrado ti-

nha capacidade duas vezes malor (32 ml) que a do compartimento

do concentrado (16 ml). IEntre as placas rigidas do dispositi-
vo foram colocadas guarnicdes de PVC (polifcloreto de vinila))
para facilitar a acomedacdo e evitar vazamentos.

Foram utilizadas, nestes experimentcs,%mmbranasd@
acetato de celulose, preparadas no laboratorio, a @artir da so
lugcdo A {(secao 3.2.2}. As membranas foram ajustadés, no modu-
lo, sobre um suporte de niquel perfurado por eletroerosac. Es

te suporte contem 1444 furos por cmz, sendo © diémetro dos fu-

ros igual a.0,02 mm.

6.2.3. Bxperimentos de Ultrafiltracao

Nos experimentos de ultrafiltracg¢do, os modulos fo-
ram colocades nas cacapas da centrifuga, de maneira que a mein-
brana se posicionasse pexpendicularﬁente ao eixo dérotagﬁo(pg
ralelamente ao campo inercial), durante a centrifu?ag&oa

Somente o compartimento menor foi preeﬁchido, COm
a solugao a ser concentrada. A pressao exercida pélo peso da
coluna de solugdo, sob acdo de um campo inercial, funcionou co
mo forca motriz para a passagem do solvente e dasp?rticulaspg

guenas atraves da membrana.

6.2.3.1, Experimentos de Concentracao por Ultra-

filtracao em Centrifuga

Ultrafiltraram-se solugdes, aproximadamen
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te, 0,1% (m/m) de ovalbumina em NaCl 0,1 M, a 4OC,éutilizando—
se os modulos descritos na secgdo 6.2.2, preenchendo}se'<3 com;
partimento destinado & solucdo, de maneira a se obtér uma colu
na inicial de liquido de 7,0 cm. Os resultados reaiizadoseidi
ferentes velocidades de rotacgdo, durante diferentes? tempos de

/c

centrifugacao, sdo apresentados na Tabela 28, onde

Tfinal’ Tini

cial & a raziao entre as concentragles do concentrado e do esto

gque inicial e a retencdo é

volume do concentrado x concentracdo do concentrado
R = :

volume concentrado x conc. concentrado +volume filtradox conc. Filtrado

A distancia entre o eixo de rotacdo e o meio da coliuna de solu
gao era 19,9 cm. A determinacdo da concentracdo das solucdes

fol feita por espectrofotometria a 280 nm.

TABELA 28, Filtracao de 15,8 m1 de solucdo 0,1% (m/m) de ovalbumina
em NaCl 0,1 M, em centrifuga a 4°C. '

rotecgs Teme (T comcmmmeago STl Retenc

(rpm) | (m1) | (m1) inicial

1500 5 5,3 10,3 1.3 98
1500 1 7,7 8,0 1,8 98
1500 15 8,7 7,0 2,0 98
1500 25 9,8 6,0 2,499
2000 5 6,5 9,3 1,6 98
2000 10 8,7 6,7 2,1 99
2500 5 7,7 7,7 1,8 99
2500 10 9,4 6,0 2,3 99

2500 21 10,1 5,3 2,5 %
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Realizaram-se, também com ovaibumina, eX—
perimentos analogos acs anteriores, retirando-se, porém, o fil
trado de 7 em 7 minutos. Nestes experimentos, ceﬂtrifugandOu
se a solugdo a 2500 rpm, apds um tempo total de 21 minutos, re

colheram-se 12,5 ml de filtrado e 2,7 ml de concenﬁrado, obten

do-se © 5,0 com uma retencgdo de 99% da ovalbu-

. ., B , =
flnal/ inicial
mina.

Experimentos andlogos aos apresentados na

Tabela 28 foram realizados com dextrana T 500 (ﬁw ? 5 x 105dal

tons), determinando-se as concentracoes através de medidas de
densidade. Centrifugando-se 15,5 ml de uma solugéé0,15%(m/m)
de dextrana a 2200 rpm, 406, durante 5 minutos, thiverammse
5,0 ml de filtrade, 10,3 ml de concentrado, cfinalzcinicial
1,4 e 99% de retencao. Em experimento realizado durante 10 mi
nutos, obtiveram-ge 8,3 ml de filtrado, 7,2 ml de dohcentrado,
Cfinal/cinicial 1,9 e 99% de retencao. .

Em experimentos realizados com solucdo de
dextrana 0,15% {(m/m) a 2500 rpm, onde se retirou o?filtrado de
7 em 7 minutes, apbs un tempo total de 28 minutos,érecolheram_
se 12,5 ml de filtrado e 2.6 ml de concentrado, obﬁendowse C

/c

po, realizados com solucdes 0,9% (m/m) de dextrana, apésxﬂnteg

f£i

5,1 e 89% de retencac. Em experimemtosdesteti

nal’ “inicial *

po total de 35 minutos, recolheram-se 10,7 ml de fﬁltradoaa4,0

ml de concentrado, obtendo-se c /

final/Cinicial = !> © 9¢dere

tencao.

6.2.3.2. Experimentos de Concentracao ppr Ultra-

filtracdo Convencional

Para comparagao, filtraram-se 16 ml de sé'
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lugao 0,1% (m/m) de ovalbumina em NaCl 0,1 M na cé#ula de ul-
trafiltracao convencional descrita na Figura 30, pﬁovidackamem
brana (area = 10,2 cmz) de acetato de celulose coméasxnesmascgl
racteristicas daquelas utilizadas nos experimentos em centrifu
ga. Aplicou-se uma pressdo de 2 atm, com auxilio &eiﬂncompre§
sor, durante 6,2 minutos, recolhendo-se, apds esteétempo, 5,0

/cim

ml de filtrado e 11,0 ml de concentrado, obtendomsé Ceinal

nicial = 1,3, com 99% de retengdo. Aplicando pressdo durante

13,4 minutos, reccolheram-se 6,2 ml de filtrado e 9é8 ml de con

/

centrado, obtendo-se Cfinai cinicial = 1,5, com 97% de reten-
cao. Aplicando pressao sobre solucgéo 0,08% (m/m) ée ovalbumi-
na durante 15 minutos, recolheram-se 8,0 ml de filérado e 8,0
ml de concentrado, obtendo-se cfinal/cinicial = 1,7; com 81% de
retengdo.

Utilizando-se a célula de ulﬁrafiltragao
descrita na ¥Figura 30, filtraram-se 16 ml de solug%o de dextra
na T 500. Aplicou~se uma presséo de 2 atm sobreeaéolugéo 0,9%
{m/m) de dextrana, durante 150 minufos, recolhendo%se 4,2ml de

/c

filtrado e 11,8 ﬁl de concentrado e obtendo-gse cfinial inicial

1l

1,3 com 99% de retencéo.

6.2.3.3. Experimentos de Fracimnamento?por

Ultrafiltracao em Centrifuga

Foram realizados experimentoséde ultrafil
~tracdo em centrifuga utilizando os médulos descritas na Figura
29, com solugbes contendo uma mistura de ovalﬁuminé e citocro-
mo. |

Inicialmente, foram realizados experimen-

tos isolados com solucgoes 0,1% {(m/m) de ovalbuminaée com solu-
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¢coes 0,1% (m/m} de citocromo ¢ em NaCl 0,1 M, centﬁifugando—se
a 2500 rpm, 4OC, durante 15 minutos. As concentragdes foramcﬁg
terminadas por espectrofotometria a 280 nm (citocromo ¢ + oval
bumina}l e a 525 nm (citocromo c¢}. Os resultados obtidos sdo a-
presentados na Tabela 29. Observou-se que a membrana utiliza-
da apresentavé boa retenc¢ao de ovalbumina (ﬁw = 42600 daltons),

(7

mas a retencao de citocromo ¢ (ﬁw = 15600 daltons q))eraruim.

Realizaram-se, entdo, experimentos de ultrafiltracdo com solu~

¢Oes contendo 0,1% {m/m) de ovalbumina e 0,1% {m/m) de citoctg

mo ¢, para verificar a possibilidade de fracionamento.

Nestes experimentos, onde ovaLbumina e ci
tocromo ¢ estdo presentes na mesma solucdeo, a determinacao das
concentracdbes de cada um foli possivel, medindo-se a absorban-

cia da solucao a 280 e 525 nm, conhecendo-se, prevﬁamente, oS

valores das razdbes A 71,4268 (%)“T

» Bgos/Clipon
- ‘] ;

1

280/ccitocromo

cromo 0.7280 (%), AEBO/Covalbumina 0,6501 (6)2 © A525/
c . 0 e utilizando-se as relacgles
ovalbumina .
Bgos - |
Ccitocromo © 2525 c = 1.3736 ASZE
' citocromo :
. N A280 - | P2s0
ovalbumina ~ 77280 c citocromo
citocromo (A Tovalbumina
= 1,5149 (AESO - 71,4268 Ccitocromo)

Na Tabela 29 s&o apxesentadosios valores

" médios de retencdo de citocromo e ovalbumina obtidos em experi

mentos realizados em valores de pH diferentes.

Como nos experimentos realizados empH 6,9

a separacao fol mais eficiente, fez-se uma série de ultrafil- .

tragbes consecutivas de uma solucdo de concentracgdo inicial,
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aproximadamente, 0,1% {(m/m) de citocromo c e 0,1% (m/m) de o-
valbumina em NaCl 0,1 M nas mesmas condigles, com o© seguinﬁe
procedimento. A cada ultrafiltracéo, desprezou~se o filtrado
e o concentrafo foi diluido ate o volume inicial com uma solu-—
cdo 0,1 M de NaCl. A solucao foi, entéo, recolocada no modulo,
cuja membrana havia sido lavada com agua destilada, para que u-
ma nova ultrafiltracado fosse realizada. Partindo-se de uma mis
tura contendo 53,8% de citocromo ¢ e 46,2% de ovalbumina, obte
ve-se uma mistura final com 12,8% dercitocromo, apos cinco ul-
trafiltragoes consecutivas, perdendo-se um total de 34,5% da

ovalbumina como filtrado. Os resultados sdo apresentados na Ta

bels 30.

6.2.3.4. Gradientes de Concentracdo na Coluna de
Scolucao Concentrada por Ultrafiltracao

em Centrifuga

Para avaliar d gradiente de concentracgao
formado no compartimento do mddulo de ultrafiltragéo degtinado
a sclucio concentrada, utilizaram-se as células descritasnaFi
gura 5, preenchendo-~gse somente wa dos seus lados até a altura
de 7.5 em.  Realizaram—se experimentos de ultrafiitracéoexnceg
trifuga a 1000 xpm, 4OC, durante 2 horas, com solugﬁoo,6%(m/m)
de gamaglobulina em NaCl 0,1 M, solugao 0,5% (m/m) de albumina
bovina em XKCl1 0,5 M e solugéo 0,6% {m/m) de dextrana T 500 em
CAgua. O tempo de experimento & suficiente para que o nivel do

filtrado, praticamente, se iguale ao nivel da solugdoe concen-

trada. Os resultados siao apresentados na Tabela 31 e na Figu-

ra 31. As concentracdoes de gamaglobulina e albumina foram de-

terminadas por espectrofotometria a 280 nm e as concentragdes
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de dextrana, por medidas de densidade. Os gradientes de con-
centracdo observados mostram um comportamento diferente do es-
perado, caso fosse atingido o equilibrio de sedimentacao. 0

formato das curvas, para solutos diferentes, & semelhante.

In c2

FIGURA 31. Gradientes de concentracao de scluto, observados
em experimentos de ultrafiltracdo em centrifuga
a 1000 rpm, QOC, durante 2 horas, com solugoes de
(o) albumina bovina, (&) gamaglobulina e (@) dex
trana T 500.
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TABELA 31. Gradientes de concentracao de soluto, observados
em experimentos de ultrafiltracao em centrifuga
a 1600 rpm, 406, durante 2 horas.

Concentracac x 103 (g.m]"1)

r {cm) 19,6 20,4 21,1 21,9 22,6 23,4
Soluto
albumina 3,48 3,83 4,03 4,45 5,86 16,1
gamaglobulina 4,20 4,83 5.27 6,18 9,11 15,4
dextrana 5,46 ' 5,89 _6,15‘ 6,82 10,7 21,2

6.3. DISCUSSAQ

0 médulo descrito na IMigura 29 mostrou-se bagtante efi-—
ciente para a ultrafiltracdo de solutos macrémolecularesxmnceg
trifuga.

Uma comparacgao entre a ultrafiltracdo em centrifuga (se-
cao 6.2.3.1) e a ultrafiltragéo convencional (segdc 6.2.3.2)
pode ser feita, com relacdo ac seu desempenho .na concentracio
de solutos macromoleculares. No inicio dos experimentos em cen
t;ifuga, a soluggo em cada ponto do mddulo esta sujeita a uma

pressao AP, acima da pressdo atmosférica, igual a

AP = pu® (r - rp?) | (100)

onde p & a densidade da solucdo, r é a distidncia entre o eixo
de rotacdo ¢ um ponto na coluna de sclucgio e Yy = ¥ no menisco.
- A solugdo estd sujelta, inicialmente, a uma pressac média dada

pela eqguacgdo 101

I
[ Fpmz (r2 - rTz) dr
LB = : (101)
r ,
[ F dxr
r
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Por exemplo, nos experimentos descritos na secdo 6.2.3.1, as so
lugbes centrifugadas a 1000 rpm estavam inicialmente sujeitds
a uma pressao média de 1,42 atm, as centrifugadas é 1500 rpm es
tavam sujeitas a 3,19 atm, as centrifugadas a 2000;rpm, a 5,08
atm e as centrifugadas a 2500 rpm, a 8,87 atm. Esta.pressécrdg
cresce com o tempo, uma vez gue o filtrado atravessa a membra-
na, diminuindo a altura do menisco (e aumentando rT).

Uma avaliacéao do efeito da éolarizagéo nestes experimen--
tos pode ser feita da seguinte maneira. 0O fluxo désolventeam

traves da membrana em funcdo de r, no inicio do experimento &
igual a

J LpAP = Lp [pwz (rz - r 2)] (102)

v

I}

onde Jv & o fluxo volumétrico de solvente através da membrana

a uma distédncia r do eixo de rotagdo e Lp estd diretamente re-
lacionado com a permeabilidade da membrana. Depois de inicia-
do o experimento, guando parte do solvente ja atravessou a mein
brana, JV continua sendo expresso pela eguacgdo 102 para valo-

res de r entre o menisco da solucgdo concentrada (¥ = r e o me

)
nisco do solvente filtrado (r = rMF)' mas para valores de r en
tre r

e o fundo do moédulo (r = rF), dy, passa a ser eXpresso

MF v

pela equagéo 103

2 2 2 2 2 2
JV Lp [pw” (" - Lo ) - pqw (r™ - Tup Y = AT} {103}

il

onde P, € a densidade do solvente (filtrado) e All & a pressio
‘osmotica da solugdo concentrada. EPEm solucdes diluidas de ma-—

cromoléculas de alto peso molecular, AN = 0.

O volume de filtrado atravessando a membrana por unidade

de tempo & dado pela equacdo 104,
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¢y = f Jy 4A | (104)
A ' .
mas dA = 2dr, onde ¢ é a largura da membrana utilizada. Poxr-
tanto,
L :
by = 4 J Jy dr | (105)
r :
Kl!
MF 2 2 :
ou ¢V = £ Lp { fpw™ (r™- r,Il )1 dr +
rr
T :
Ty 2 .2 2 2 .2 2.
+ I fpw” (™ - Top | I p1m {r= - Yy }]dr (106)
Tur |

1 3 3 2 2
by = 2lp [p 5 (rp” = TT) - opw I (rg - rT§
r 2
2 F 2 2 2 3
= g Tp o Typ ) -3 pqu rMF] (107)

2 partir dos resultados de exﬁ@rimentos realizados com SO
lugoes G,T% de ovalbumina a 1500 rpm, apresentados na Tabela 28
e conhecendo-se os valores de T € Ty en diversos tempos, &
péﬁsivel obter o©os valcores de d\Fe Y médios apresentados na Tabe
la 32.

Congstruindo um grifico de $V em funcdo de Y & possivel a-
valiar Lp, conhecendo ¢ = 3,5 cm. Conforme a Figura 32, obtém-
se uma linha reta, mostrando que Lp = 3,2 X 1010 c’:mz.s.g_1 e
praticamente nao variou com Y. Como Y foi obtido & partir de
valores de fT e fMF em tempos diferentes, Lp tambén néo variou
com o tempo. EKEste fato é uma evidéncia de que apolarizacao de

concentracdo nestes experimentos foi desprezivel, pois Lp & di

retamente proporcional a permeabilidade total da mémbrana, en—
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FIGURA 32.

Grafico de 9, em funcio de Y, em expe-
rimentos de ultrafiltracado em centr‘ff_g
ga, com solucoes 0,1% de ovalbumina em
NaCl 0,1 M.
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tendendo~se, agui, por membrana o conjunto formadoépela pro—
pria membrana polimérica e uma possivel camada de polarizagdo

na sua superficie,

TABELA 32. Valores de $V em fungdo de Y em experimentos de ultrafiltracao
em centrifuga com solucdes 0,1% (m/m) de ovalbumina a 1500 rpm.

Tempo ¢V rr rr "ME "ME

Y x10"6
{min} (m1.s“1) (cm) (cm) {cm) {(ecm) (g.s

_2)

0+ 5 0,077 16,4 18,8 17,6 23,0 ->22,1 22,8 16,2
510  0,0080 18,8 - 19,9 19,3 22,1+ 21,5 21,9 7.1
10 > 15 0,0033 19,9 - 20,4 20,1 21,5~ 21,4 21,4 3,5
15 > 25  0,0018 20,4 > 20,8 20,6 21,4+ 21,0 21,2 1,6

¥

b

+

Nog experimentos de ultrafiltracdo em,centriféga, a pola~
rizacdc de concentracdo & minimizada por convecg&o; Durante a
ultrafiltracdo, a migracdo de solvente atravées da ﬁembrana dei
¥a uma camada de solugdo mais concentrada na sua ésuperficie.
Formawse,_assim, um gradiente de densidade horizonﬁal. Masg,
sob agéo do campo inercial, a camada mals densa & éeslocada pa
ra o fundo do médulo, conforme a Figura 33, enquanﬁo a porcgao
de solug¢do mals rica em solvente (menostdensa) é 1évada§xuﬁici
ma. Ha, entdo, renovaciao do liguido na superficieéda membrana
sem a necessidade de agltag¢do adicional.

Nos experimentos de ultrafiltracdo convencionél com oval-

bumina pode-se calcular

¢ :
Ip = —% . | (109)
AAP |

Utilizou-se uma membrana, cujo valor inicial de Lp.foi 6,5 x

~10 1

2 - , . . .
10 cm .5.49 Mas este valor caiu nos primeiros 13 minutos

10 1

- 2 - X . , C .
para 3,7 x 10 cm .S.4 evidenciando um consideravel efeito
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FIGURA 33. Despolarizacac da superficie da membrana, poré
- convecgdo, durante a ultrafiltracdo em centri
fuga. :
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de polarizac¢ado, além da compactagdo normal da membrana.

A concentracdce de solucles macxomoleculares por ultrafil-
tracdo em centrifuga torncu-se significativamente vantajosa nos
experimentos com solucgdes 0.9% de dextrana T 500. ©Neste caso,
os efeitos da polarizacdo nos experimentos de ultrafiltracdo
convencional foram evidentes, sendo a operagéaextramamenteleg
ta. Muitas vezes, procura-se minimizar o efeito da polariza-
cdo de concentracao, promovendo uma agiﬁagéo constante e vigo-

rosa. Esta agitacd3o, porém, pode causar dancs sérios a macro-

moléculas como proteinas, por cisalhamento.

A ultrafiltracdo em centrifuga foi, também, aélicada com
sucesso ao fracionamento de protelnas, conforme oséresultados
apresentados na Tabela 30. Partindo de uma misturé contendo
53,8% de citocromo ¢ (ﬁw = 15600 daltons) e 46,2% ée ovalbumi-
na (ﬁw = 42600 daltons) foil possivel chegar a uxmam?sturaAfinal'
com 12,8% de citocromo ¢ e 87,2% de covalbumina, coﬁ parda de
34,5% da ovalbumina no filtrado, em 5 etapas de ulﬁrafiltragéo
de 15 minutos. E possivel avaliar que a ovalbuminé praticamen
te pura poderia ser obtida com mais 2‘etapas de ul%rafiltragéo
ILste resultado & bastante significativo, uma vez q@e o fracio-
namento de_espécies diferindo em pesc molecular pof um fator me
nor gue 10 & raramente alcancado pela ultrafiltrag%o convencio
na1(155).

Uma das razobes do maﬁ desempenho da ultrafilt%agéo conven
clonal no fracionamento de proteinas € a larga disgribuigéo de
Lamanho de poros. Mas outro fator de grande influéncia & a va

riacdo das caracteristicas de retengao de um determinado solu-

to na presenga de outro soluto macromolecular. Por exenplo,

(176}

Baker e Strathmann verificaram, gue a membrané ¥M-100 da

Amicon Corporation tinha uma retencao de 0 a 10% péra albumina
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e de 60 a 80% para gamaglobulina quando cada soluto era testa-
do individualmente, mas os resultados com misturas de albumina
e gamaglébulina foram bem diferentes. Uma solucao 1% (m/m) de
albumina a 3,3 atm atravessou a membrana livremente, mas na pre
senca de 0,25% (m/m) de gamaglcobulina, a albumina foi completa
mente retida. 0 efeito pode ser explicado como sende devido a
camada de gel formada na superficie da membrana. A gamaglobu-
lina rejeitada acumulou na superficie da membrana, impedindoc a
passagem da albumina. Uma maneira de eliminar este problema

b
foi proposta por Radovich e colaboradores(w") , utilizando a

eletroultrafiltracao, isto é, aplicando um campo elétrico em u-
ma solucao de pH 4,7 (ponto isoceldétrico da albumina), de manei'
ra que a gamaglobulina (com carga positiva) fosse atralda para
longe da superficie da membréﬁé; ninimizando a polarizacgao. Os
resultados, porém, ndo foram muito significativos.

Outro exemplo da variac¢do da retencao de um soluto quando
presante em wna mistﬁra & apresentado por Siezen(177’?78), gque
demonstrou gque a ultrafiltracac € inadequada para a detecgdao de
associagéeé entre proteinas. Estudando interacdes entre pro-
teinas do cristaiino por ultrafiltracao, Siezen wverificou gue
o aumento da retengaoc da y-cristalina (M = 20000 daltons) e da
Bucristaliﬁa (M = 50000 - 200000 daltons) na presenca da t-Ccris
talina (M = 800000 daltons), que havia sido erroneamente atri-
buido & formacgdo de complexcs entre elas, se devia em grande
parte a polarizacdo da membrana. A o—-cristalina, cuja reten-
- gao era de 95%, acumulsva na membrana, formando uma barreira a-
dicional para a penetracac das proteinas menores. Além disso,
a a~cristalina ocupava espagos de onde a y-cristalina era efe-
tivamente excluida.

Nos experimentos de fracionamento de citocromo c e ovalbu



mina por ultrafiltracao em cehtrifuga, apresentados
29, observou-se, também, um aumento de retencgdo de
de 38,7% para 66,4% na presenca de ovalbumina (sol

(m/m)) porém, em um grau bem inferior ao observado
(176) (15

-

Strathmann Na ultrafiltrac@o convencional

senca de 0,1% (m/m) de gamaglobulina eleva a retenc
mina de 0 a 80%.
Parte do aumento de retencio observado nos exp

ultrafiltracdo em centrifuga pode ser devido a adsc
valbumina na membrana, ocupando espac¢os dentro dos

anteriormente eram disponiveis para a passagem do ¢

Esta hipdtese pode ser reforcada pelo fato de que y

150

s na Tabela
citocromo c
%

ucao 0,1

por Baker e

55)

, & pre-

ac de albu-

erimentos de
rcao de o-
poroes, que

itocromo c.

ma membrana

anteriormente, usada com uma solucao de citocromo ¢ e ovalbumi

na e, depois, lavada com agua destilada e utilizada

filtracac de uma solucgdo contendo apenas citocromo
tou uma retencao de 58,6% (Tabela 29), valor superi
rificado para membrana sem uso anterior. O desenmpe

trafiltracdo pode ser bastante alterado pela adsorg
{(170)

teinas na membrana
Também na Tabela 29, & possivel cobservar gue a
citocromo aumenta em valores de pll muito elevados

ou muito baixos

{pH = 2,1) inviabililizando o fracion
te efeito pode ser devideo a variacbes de conformacé
ga da proteina; Em valores extremos de pH, as prot
contram altamente carregadas, adquirindo uma confor

expandida; em valores de pH mais proximos do ponto

na ultra—

c, apresen-
or aquele ve
nho da  ul-
ao de pro-
retenciao de
(pH = 12,2)

o

Esg

amento.
0o e de car—
einas se en
mais

‘macio

iscelétrico

(ponto isoelétrico do citocromo ¢ = 9,7 (71)):

contra mais compacta e sua retencdo é menor.
Nog experimentos de ultrafiltrac¢do em centrify

se gradientes de concentra¢do verticais no comparti

a proteina seen

ga formam-—

mento da s0
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r./em

FIGURA 34. Varijacao do fluxo de solvente JV atra-
ves da membrana em funcido da distancia
r entre o eixo de rotacao e umponto ﬁa
coluna de solucao, no inicio (tempo ze
ro) de experimentos de ultrafiltracao
em centrifuga com solucoes 0,1% {m/m)
de ovalbumina em NaCl 0,1 M, a. 1600 rpm.
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culas e a formacao dos gradientes sejam feitas em Qma unica e=-
tapa e digpensando o uso de uma ultracentrifuga.

Com respeito a recuperacido de complexos de albuminatxxnpg
liacrilamida, a osmocentrifugacdo parece nao ter géande supe-
rioridade sobre a centrifugacdo normal, guando se ?ormam agre-
gados relativamente grandes. Este efeito confirmaéea previsao
de que a osmocentrifugacao se torna cada vez mais éompetitiva,
em relagao a centrifugagao normal, quanto menor o© ?amanho das

particulas presentes em solucgdo, conforme a Figura 3¢ (capitu-

lo 2). Por outro lado, os resultados descritoes noé capitulo 5
mostram gue a complexagdo de albumina com poliacrilamida catic
nica, seguida de centrifugacdo normal, poderia serﬁtilizadapﬁ
ra ¢ fracicnamento de proteings, em condigbes de pﬁcnukaoutros
agentes complexantes mais 1a£§é%ente ugados (écidofpoliacrili_
co, etc.) sado ineficazes.

Por sua vez, a ultrafiltracio em centrifuga (¢apitulo 6)
se mostrou bastante eficiente para a concentracac é fraciona-
mento de solutos macromoleculares, Im escala de iaboratério,
o método é-particularmente atrativo pela simplicidéde do equi-~
pamento. Em escalas mailores algumas alteragﬁes, tais como a
possibilidade de alimentacdo contlinua, tornariam o:método mais
interessanﬁe. |

Nos dois métodos descritos neste trabalho — osmocentrifu-
gacdo e ultrafiltracdo em centrifuga — a membrana é a sua posi
¢do tém um papel primordial, permitindo que ocorram fluxos de
massa em sentidos convenientes e que haja um acoplémento ade -
guado entre fluxos gue ocorrem em sentidos diferentes. Na os-
mocentrifugacao, a membrana possibilita a ocorréncia de fluxos

horizontais de solvente, fazendo com gue o soluto seja carrega

do mais rapidamente para o fundo da célula, isto é; acelerando
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