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RESUMO

Este trabalho teve cdmo objetivo principal a obtencgédo de
membr;nas com caracteristicas adequadas para osmossedimentagdo
de proteinas e outros solutos macromoleculares. Foil investiga-
da a influéncia de diversos parametros na preparacao das membra
nas: tempo de evaporacao do solvente, espessura total do filme,
concentracao do acetato de celulose e composicgao da mistura sol
vente. As membranas obtidas foram caracterizadas guante a flu-
Xo e retengao em ensaios de ultrafiltragac e a suaestruturafoi
observada em microscOpios optico e eletronico. O ajuste dos di
versos parametros relevantes na preparagao possibilitou a obten
cdo de membranas adequadas a retencao de solutos de diferentes
pésos moleculares, que puderam ser.utilizadas de maneira satis-
fatoria em experimentos de osmossedimentacao de dextrana azul e

gamaglobulina.
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ABSTRACT

The objective of this work is the obtention of membranes
with suitable characteristics for osmosedimentation of proteins
and other macroéolutes. The influence of several factors on
the membranes preparation was investigated: Solvént evaporation
time, total film thickness, celluiose acetate concentration and
solvent mixture composition in the casting solution. The mem-
branes behavior in ultrafiltration experiments was examined.

Their permeability and selectivity were determined and their

structures were observed by optical and scanning electron mi-
croséopy. By appropriate choice of preparation conditions,
suitable membranes with different solute molecular weight cut-
offs were obtéined, which showed good performance in osmosed-

imentation experiments with blue dextran and gammaglobulin.



1. INTRODUGAO

"~ 1.1. Tecnologia de Membranas

O termo membrana se refere a uma interface entre 2 re-
gioes de fluidos, sendo condigdo indispensavel que esta interfa

ce aja como uma barreira parcial (1) ao transporte entre elas.

A tecnologia de membranas vem sendo adotada de maneira
extremamente acelerada em um nimero crescente de processos, on-
de desempenham as mais diversas aplicacdes, desde a dessaliniza

¢ao de dgua e a recuperagao de refugo industrial até os mais so

fisticados processos biomédicos como, por exemplo, a hemodidli-

5€.,

Estima~se (2), que o mercado mundial de membranas ate
1950 era menor que 5 milhoes de dblares anuais, enquanto que o
mercado atual excede 500 milhdes de ddlares anuais. lLondsdale
(2) avalia as proporgoes dos varios segmentos da inddstria rela

cionada a membranas em 1981, conforme mostrado na Tabela 1.
1.1.1. Processos de Separacgao

Os principais processos de separacgdo que utili-
zam membranas podem ser classificados, levando em consideragio
a menor particula ou molécula retida pela membrana em questao

(3,4), conforme indicado na Figura 1.

MICROFILTRACAO

A microfiltragdo & utilizada para particulas maiores que

0 N -
500 A de diametro, geralmente a pressoes de 0,3 a 3,0 atnm. A-
plicagoes de membranas deste tipo incluem ensaios bacterioldgi-

cos, filtragao esterilizada (pré-tratamento para engarrafamento



TABELA 1. Mercado mundial de membranas.

- Mercado
Industria (milhdes de dolares/ano)
1. Microfiltracio | > 150
2. Dialise, incluindo hemo- '
diélise ' 200
3. Eletrodialise _ 35
4. Osmose reversa 100
5, Ultrafiltragao _ 50
6. Separagao de gases, incluindo
pulmoes de membrana - 10-15
7. Eletrodos o _ 10
8. Liberagao controlada > 100
9. Outras > 30
MICROFILTRAGAO
ULTRAFILTRACAO .
OSMOSE
REVERSA
! ! | S 1

10000 1000 100 10 1
TAMANHO DE POROS (A )

FIGURA 1. Classificagho dos processos de separagao quanto
as dimensoes de poro das membranas utilizadas.



de liquidos farmacéuticos, cerveja pasteurizada, etc.}(2). Men
branas para estes fins sao formecidas atualmente por  firmas ,
tais como (2,5) Millipore Corp., Gelman Scientes, Inc., Amicon
Corp., Puropore Inc., Whatman Co., Oxoid Ltd. na Inglaterra,
Schleicher aﬁd Schuell, na Alemanha e Estados Unidos, Toyo Roshi
International Inc. no Japao e Sartorius-Membranfilter GmbH na

Alemanha, que foi a pioneira neste campo, em 1929.

Membranas para microfiltracao eram preparadas, inicial-
mente, coagulando um filme de nitrato de celulose-acetato de ce

lulose exposto & umidade. Atualmente, sao usados outros mate-

riais, tais como poliamida, poli (cloreto de vinila), copolime-
ros acrilicos, etc. Outros métodos para a preparagido de membrg‘
nas para microfiltragdo foram também desenvolvidos. A membrana
Nuclepore (2,4,5,6), por exemplo, € preparada por umprocesso de
irradiacao &e un fiime de policarbonato com particulas a e pos-
terior cauterizagao quimica, o que provoca a formagdo de poros
de tamanhos muito bem definidos, na faixa de 0,03 a 8 um. Sao
utilizadas, devido a estas qualidades, em classificagao de tama

nho de particulas, andlises microscopicas, etc.

A membrana Celgard (2) da Celanese Corp. consiste em um
filme de polipropilenoc exposto a consecutivas etapas dé estira-
mento a frio e a quente, induzindo uma série de microrrachadu-
ras. Este tipo se enquadra preferencialmente em ultrafiltracao
(poros de 0,02 a 0,04 uym) e se aplica em oxigenadores de sangue,

separadores permeaveis a ions em baterias avangadas, etc.

Qutro novo tipo de membrana & a Gore-Tex (2), obtidapor
estiramento de politetrafluorcetileno (PTFE). L um material ex

tremamente inerte usado em filtracao para esterilizagao.



OSMOSE REVERSA

No processo de osmose reversa, uma pressao e aplicada pa
ra inverter o fluxo normal de agua através de uma membrana semi
permeavel. A diregdo "normal" da agua através de uma membrana

e da solugdo menos concentrada no soluto para a de malor concen

tracao (2).

Membrana |
semipermeavel

AP<TT AP= T T AP>TY
LYK L] i
Solugéo - Solugio | “"“"‘
ditlufda  concentrada |
A - B | | C

FIGURA 2. Fendmenos de (a) osmose, (b) equilibrio
osmotico e (c) osmose reversa (2).

Membranas de osmose reversa sao capazes de reter espé-
cies ionicas como NaCl ou MgSOq. “As pressoes sao da ordem de 10
a 100 atm (3) e baixos fluxos de permeato'séo obtidos (< 0,05

m3/m2.dia.atm contra > 1 ms/mz.dia.atm para microfiltragao).

Os primeiros trabalhos relacionados a este processo fo-
ram realizados por Charles E. Reid (2,7,8) durante a decada de
50 e a técnica recebeu grande impulso a partir de 1960 com o ag
vento da membrana assimétrica, desenvolvi&a por Loeb e Sourira-
jan (9,10). Membranas para osmose reversa sao  constituidas ,

principalmente, de €steres de celulose, além de materiais tais



como poliamidas aromaticas e poliimidas. As aplicagoes da osmo
se reversa abrangem desde o controle de poluigao ao processamen
to de alimentos. Mas, sem divida, sua maior importancia se de-
ve a possibilidade de dessalinizacao de agua, com consumo mini-
mo de energia., Gregor (11) avalia que, para extrair ﬁmnwtrocﬁ
bico de agua pura do mar, € requerido um minimo tedrico ou ter-
modinamico de energia de 0,8 quilowatt-hora. A energia consumi
da em dessalinizagdo por membrana € de aproximadamente 3,5 qui-

lowatt-hora por metro cUbico, enquanto que num proceséo de des-
tilagdo sao necessarios, 627 quilowatt~hora, dos quais somente
parte pode ser recuperada por trocadores de calor (11). Lons-

dale (2) apresenta dados reais em uma comparacao entre diversas

tecnologias de dessalinizagao de dgua.

TABELA 2. Energia consumida, qualidade da agua produzida
e recuperacao pratica da agua, supondo agua de
‘alimentacao 1% em peso (2).

Energia consumida

ualidade da Recupera@ﬁo

kw-hr agua obtida (%)

m3 Hy0 {ppm) ’
Destilacao "Flash® Y 5 25
Destilagao por
compressao de vapor 24 _ 5 57
Eletrodialise 10,5 500 33
Osmose reversa 5,2 150 50

0 sucesso atual da osmose reversa se deve ao desenvolvi
mento de membranas, cuja seletividade permite a dessalinizacao
em um sO passo e a utilizagdo de membranas de acetato de celulo

se na forma de fibras ocas (12), que permitem a construgdo demo
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dulos de membrana com relagdo area efétiva/volume extremamente
alta. Na década de 70 foram instaladas? operando satisfatoria-
mente, plantas de dessalinizagao, produzindo 44 milms/diana Ar
gélia e 64 mil ms/dia na Arabia Saudita, A maior planta de des
salinizacdo deve ser construida até o meio desta década, no Ari
zona, para dessalinizar a agua com conteldo salino de 300 ppm.
A planta dessalinizara 400 mil m3/dia (2,5)., Este volume exce-
de o consumo didrio de agua na cidade de Campinas, que ¢ de 200

3

mil m~ {13).

ULTRAFILTRACKO

Membranas de ultrafiltracao sao geralmente usadas para
reter macromoléculas em solugdo como, por exemplo, proteinas (M=
5000 a 300000), carboidratos, etc. Pressoes moderadas, de 1 a
10 atmosferas sao utilizadas e sao obtidos fluxos da ordem de
0,1-0,5 ms/mz,dia.atm. Este processo sera posteriorménte discu

tido com maior profundidade.

1.1.2. Qutras Aplicacgoes

Além dos processos descritbs acima, existem ain-
da inUmeras outras aplicac¢Oes de membranas. Membranés Cuprophan
e de policarbonato sﬁo utilizadas em hemodialise (2,14) {(rim ar
tificial). Eletrodialise utiliza membranas seletivamente per-
meaveis a ions para dessalinizacao (2). Pulmdes artificiais de
'borrécha de silicone sao utilizados, durante cirurgias para su-
prir 0, a corrente sanguinea e remover CO, (2Z,5). Outro inte-
ressante uso de membranas &€ a liberacgdo ﬁontrolada (2,14), isto
€, o controle da velocidade com que substancias sao liberadas pa

ra 0 seu ambiente, através de encapsulamento: pesticidas na a-



gricultura, hormdnios no controle de natalidade, feromonios pa-
ra atragao de insetos, etc. Entretanto, toda a tecnologia des-
crita acima seria totalmente inviavel sem o desenvelvimento de

membranas que se adequassem exatamente a cada finalidade.

1.2. Membranas Assimétricas

0 estabelecimento da ultrafiltragao e osmose reversa Co
mo processos industriais competitivos se deve ao desenvolvimen-
to de membranas assimétricas por Loeb e Sourirajan no fim da dé

cada de 50 (9,10).

0 termo "membrana assimétrica' se refere a uma barreira
polimérica sintética com duas ou varias camadas, cuja pele fina.
e densa e espessa subestrutura porosa pérmitem separagoes mais
rapidas e eficientes que aquelas obtidas com filmes densos de
mesma espessura (15). O termo "assimetrica" restriunge-se, por
convengdo, a membranas cuja pele e subestrutura sio formadas si
multaneamente a'paftir de uma Unica solugfo de polimero.

Devido & espessura (da ordem de 1074

mm) e porosidade ex
tremamente fina da camada filtrante, tais membranas apresentam
permeabilidades surpreendenfes, acopladas com a capacidade de re
ter solutos extremamente pequenos. Por outro lado, a espessura
da camada mais porosa fornece a membrana uma resisténcia mecani
ca capaz de suportar pressoes relativamente altas. Outra vanta
gem da estrutura assimétrica seria minimizar a obstrugdo dos po
ros da membrana pelos solutos por ela retidos. Isto porque qual
quer particula pequena o suficiente para entrar em um microporo

da camada filtrante, facilmente, atravessarla a camada suporte,

sem obstruir o poro (16).

0 procedimento original e as modificagoes subsequentes




para preparacio de membranas assimetricas foram derivados basi-
camente de consideracSes empiricas (17) e seguem quatro etapas
essenciais:
(a) Dissolugdo do polimero em mistura solvente adequada.
(b) Espalhamento da solucao na forma de um filme fino.
(c) Evaporagao parcial do solvente.

(d) Coagulacdo do filme em um ndo solvente, miscivel com

a mistura solvente.

Ajustando a composicac da solucao e controlando as con-

digdes de preparacido, membranas assimétricas podem sexr obtidas
- . T . o~ - . b

com diferentes texturas e distribuigoes de poros. Varios poli-

METOS, além do acetato de celulose vém sendo usados, aumentando

a versatilidade destas membranas.

1.3. Membranas Impregnadas

Provévelmente, uma das primeiras membranas sintéticas,
para ultrafiltragao, foi introduzida por Moritz Traube (18), em
1867, que preci?itou ferrocianeto de cobre em porcelana. Ultra
filtros obtidos por impregnacao de porcelana tinhém gyande Te-
sisténcia mecanica, mas eram excessivamente espessos para ofere
cerem uma permeabilidade satisfatdria. -Ja na década de 20, fo-
ram'preparadas membranas mais finas, impregnando-se ferrociane-

to de cobre em filmes de colodio (19,20,21).

Desde ent@o, intmeros materiais vem sendo investigados
no aperfeicoamento de membranas formadas a partir de precipita-
dos inorganicos. Por exemplo, preparam-se membranas apartirde
sulfato de bario em celofane (22), tungstato de tério (23), fer
rocianeto e ferricianeto de cromo (24), cromato de chumbo (25) e

um grande numero de outros precipitados (26).




Um outro tipo analogo de membranas & a chamada "membra-
na dinamica" (27,28). Esta membrana & obtida pela deposigido de
por exemplo, oxido de zircOnio e/ou poli(acido acrilico), a par
tir de uma solugao que circula sob preséﬁo através de um subs-
trato finamente poroso. Membranas assim preparadas encontraram

~aplicagao na ultrafiltragao de refugos em processamento de co-
rantes téxteis (2), principalmente devido a sua estabilidade a
altas temperaturas. Entfetanto, a permeabilidade e retencao nao

- - .
sao reprodutiveis.

Recentemente, Kurokawa e Ueno (29) publicaram trabalho

relatando a impregnacdo de membranas assimetricas de acetato de
celulose com precipitados inorganicos hidratados (oxidos de fer

TOo ou cromo e cromato ou molibdato de niquel).

A impregnacao de substratos porosos provoca a obstrugao
rarcial dos poros, diminuindo seu tamanho efetivo, mas seu prin
cipal efeito € a introdugao de cargas nd substrato, o que torna
a membrana de particular interesse pdra a retengdo de eletr0oli-
tos. O uso de membranas assimétricas como substrato favorecce a
obtencao de permeabilidades relativamente altas, devido a sua pe

quena espessura.

1.4. Processos de Permeacao

Ha inumeras interpretacles tedricas para o transporte de
massa através de membranas. Porém, podem ser resumidas, basica
mente, em 2 classes de mecanismos. Membranas capazes de reter

- -~ - - O -
solutos de diametro molecular inferior a 10 A agem come barrei-
ra de transporte difusivo. Membranas que retém particulas maio

o}
res que 10 A agem como peneiras moleculares (16).
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Nas membranas difusivas, a permeacgao podé ser vista co-
mo resultado de dois processos distintos (30)}: solubilidade do
permeante no polimero, que € uma grandeza termodinamica e difu-
sao, uma grandeza cinética rélacibnada a mobilidade do permeah~
te, direcionada por gradientes de potencial quimico na membrana.
A eficiéncia na retencdo de solutos ndo pode ser prevfsta(xnnbg
se, somente, no tamanho molecular, pois a'afinidade do soluto pe
lo material constituinte da membrana é'ﬁm fator ig ualmente im-~

portante. Nestas membranas, o fluxe de solvente &€ diretamente

proporcional a diferenga de pressao efetiva através da membrana,

enquanto que o fluxo de soluto nao & diretamente  dependente da
pressao. Assim, a eficiéncia na retencdo de solutos aumenta com

o aumento da pressio.

Em membranas do tipo '"pencira', o solvente se move atra
vés dos microporoé em um fluxo essencialmente viscoso, enquanto
as moléculas do soluto sio carreg adas de maneira convectiva com
o solvente, mas somente atraves de Poros cujas dimensﬁes sao su
ficientemente grandes para acomodi-las. A quimica destas mem-
branas nao mais desempenha papel importante no processo de sepa
racao e sua seletividade depende apenas do tamanho e distribui-
cao de poros na camada filtraﬁte. Assim, a eficiencia na reten

¢io de solutos & independente da pressdo aplicada.

s membranas apresenta com-

AN

‘}.
Na realidddey grande part
portamento interm

- i)

1.5. Ultrafiltidcio

Experimentos de ultrafiltracao de proteinas foram rela-
tados desde 1856 (31), por Schmidt, que utilizou uma membrana a

nimal. O termo "ultrafiltracao" foi introduzido, em 1906, por
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Bechhold (32), quem fez o primeiro estudo sistematico sobre 0
assunto. Porém, 0 processo sO apresentou Progresso acelerado
com o desenvolvimento das membranas assimetricas. Hoje intme-
r0s materiais sao usados na preparagao de membranas, além do a-
cetato de celulose: policarbonato, poli(cloreto de vinila), po-
liamidas, polissulfona, poliacrilatos, poli(alcool vinilico) Te

ticulado, etc.

O processo de ultrafiltragao apresenta vantagens sobre
outros processos de separagdo. F atermico e pode ser executado

a temperaturas relativamente baixas, limitando qualquer desnatu

ragdo térmica de protefnas. N&o envolve transigiao de fases, re
sultando em baixo consumo de energia. Requer baixa pressdo hi-

drostatica (33).

Estas caracteristicas permitem a substituicdo, em esca-
la industrial, de processos convencionais, tais como evaporacgio
a vacuo e secagem por calor. Na secagem convencional de alimen
tos, por exemplo, grande parte do sabor original, textura, cor
e mesmo valor nutritivo € perdida por degradagéd térmica. Em
processos farmaceuticos, o calor geralmente desnatura proteinas
e inativa produtos quimicos mais sensiveis. Mesmo em  secagen
por liofilizagao, alguns dos componentes sublimam com o gelo e

outros sdo inativados no congelamento (34).

As aplicacoes industriais da ultrafiltracdo, hoje, sao
principalmente nas areas de controle de poluicdo e recuperacio
de subprodutos. O mercado mundial atinge 50 milhoes de dolares
anualis, dos quais 75% correspondem a separacgoes industriais e o
restante a aplicacgoes em 1abqrat6rio (2). Na industria de lati

cinios, a UF participa do tratamento do soro do leite para evi-
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tar problemas de poluicao e obter um produto rentavel. Estima-
se que 3% da produgao mundial de soro sao recuperados por ultra
filtracao (35). A ultrafilfragﬁo do soro do leite produz um con
centrado constituido de 10 a 20% de proteina ¢ um filtrado con-

tendo lactose, sais e acido latico (11).

Na Califdrnia foi construida em 1982 pela Fermentec Corp.
uma planta comercial para conversao do soro do leite em etanol
de grau combustivel. A plaﬁta tem capacidade para processar a-
proximadamente 230 toneladas de soro por.dia e produzir 1,6 mi-

1hdes de metros cUbicos anuais de etanol anidro (36). O soro €

concentrado por ultrafiltragdo e as proteinas sao  recuperadas
por precipitacao para serem utilizadas como ragao animal. O so
ro livre de proteinas € fermentade para produzir o etanol ani-

dro que & recuperado por destilacido.

Qutra aplicagdo recente € a purificacao e concentracgio
de produtos bioldgicos — vacinas, proteinas do plasma, hormo-
‘nios e enzimas. Mas a principal aplicacdo em larga escala & a
recuperagao de tintas em processos eletroforéticos para pintura

de automoveis, etc. (2,5,14,35).

Entretanto, no processamento de solugoes contendo pro-
teinas ou outras espécies macromoleculares, ocorrem 2 problemas
que afetam a eficiéncia da ultrafiltracio. Primeiro, as macro-
moléculas aderem as paredes dos poros da membrana, reduzindo o
seu tamanho. Mais importante, porém, € o aclmulo de macromolé-
culas na superficie da\membrana, formando uma camada de altavis
cosidade, que age como barreira adicional ao fluxo de solvente.
O fenomeno € conhecido como polarizacao por concentracio e & de
corrente do critério para transporte de massa em estado estacio

nario. A velocidade de transporte do soluto em diregao a super
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ficie da membrana deve ser igual a velocidade de afastamento do
soluto da superficie. Fsta condigido sd pode ser satisfeita se
a concentragao do soluto na camada adjacente a membrana for ma-
ior que no restante da solugao (16). A influencia da polariza-
gao sobfe o desempenho da membrana pode ser severa, provocando
um sensivel decréscimo na velocidade de ultrafiltragdo. Sea so
lugao acumulada na superficie dé hembrana € suficientemente con
centrada e o soluto € de peso molecular relativamente baixo, a
alta pressdo osmotica na camada de polarizacao reduz a pressao

efetiva para a ultrafiltracao, reduzindo o fluxo. Se a solucio

contém soluto de alto peso molecular, é produzida uma camada de
resisténcia ao fluxo hidraulico, podendo também ser induzida a
formégﬁo de gel,'QUe atuag como uma segunda membrana de permeabi
lidade, geralmente mais baixa. Esforgos vém sendo explorados no
desenvolvimento de mdédulos de membranas que permitam minimizar
a polarizacao. Sob este ponto de vista, nos processos envolven
do ultrafiltragdo, os gastos com recirculacdo e bombeamento - da

solugao representam uma boa fragio dos custos operacionais.

Apesar das inumeras aplicagdes, a ultrafiltracdo nio €
eficiente, por exemplo, no fracionamento de espécies -diferindo
em peso moieculér por um fator inferior a 10. Isto sedeve prin
cipalmente 2 distribuicao de tamanho de poros usualmente muito
larga. Um ségundo fator importante € a interacdo de certos so-
lutos com a membrana, que altera as suas caracteristicas de re-
tenc¢do quanto a outros solutos. Unm exemplo deste fenomeno € o
fracionamento de sangue (2). Em principio, seria possivel sepa
rar albumina (M = 65000) de gamaglobulina (M = 160000), que se-
ria retida por uma membrana adequada. Entretanto, apresenca de

gamaglobulina, mesmo em concentragoes relativamente baixas, au-
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menta substancialmente a retencgao de albumina, tornando a sepa-

ragao inefetiva,

1.6. Osmossedimentacao

Um sistema constituido por uma soiugéo de composicao u-
niforme, em uma coluna vertical, sujeito a gravidade ouaum cam
po centrifugo, ndo esta no equilibrio termodinamico (37). Osis
tema caminha para um estado de equilibrio, através da sedimenta

¢do do componente mais denso, até que o potencial quimico de ca

da componente seja uniforme, independentemente da profundidade.

Em um liquido puro, a medida que a profundidade aumenta

o potencial quimico diminui devido a influéncia da  gravidade,

mas aumenta de um valor equivalente pelo efeito da pressio hi-
drostatica (38). Em uma solucdo, o potencial quimico de um da-
do componente €, também, funcao da sua fragao molar. Assim, em
uma soluglo a pressao e temperatura constantes, em equilibrio,
sob gravidade, verifica-se um gradiente de atividade do compo-

nente 1 com a altura, que segue a equacao barométrica (39):

o (Ina.)} _ Mo (1~ v p. 48
ah RT
onde Ui = volume parcial especifico do componente i
Peol = densidade da solugao
Mi = peso molecular de i
g = aceleracgao da gravidade.

Além do aspecto termodinamico, porém, deve ser levado em
consideracao o aspecto cin€tico do atingimento do equilibrio. O
processo ¢é extremamente lento e sua cinética foi estudada, jaem

1924, por Mason e Weaver (40). Por exemplo, para um soluto de




15

© ¢ densidade 1,62 g/cms, em uma coluna de

peso molecular 3 x 10
22 cm de comprimento, o equilibrio s6 seria alcangado ap0s 35 a
nos (38), o que tornaria impossivel a observacao de gradientes
de concentrag§0.> 0 tempo de atingimento do estado de equilibrio
pode ser diminufdo utilizando-se colunas pequenas, mas a obser-

vagao de gradientes de concentragdo, nestas condigdes so  foi,

realmente, favorecida com o advento da ultracentrifuga.

Em 1952, Lang (41) observou que, em 2 osmometros cdlocg
dos verticalmente em alturas diferentes com seus compartimentos

de solucdo e solvente interconectados, havia concentragido do so

luto no osmometro inferior. O interesse principal destes expe-
rimentos, porém, era outro & esta observacao foi apenas regis-

trada.

Em estudo mais recente, Galembeck e colaboradores (37,
42-44) observaram que gradientes de concentracgao verticais se de
senvolvem rapidamente, sob gravidade normal, se a solucgdo em es
tudo for colocéda em contato com o solvente puro, através de u-

ma membrana semipermeavel.

A Tazdo para o rapido atiﬁgimenfo do equilibrio comain
trodugdo do acoplamento osmoético pode ser compreendida, conside
rando-se uma solugao ideal de uma substancia A num solvente B,
em um compartimento separado do solvente purc por uma membrana

permeavel somente a B, conforme a Figura 3

“Inicialmente, had um gradiente de potencial qufmico1ﬂ5de
B através da membrana. O potencial quimico de B no compartimen

to destinado ao solvente puro nzo varia com a profundidade:

solv, .. .0 P+zpg + _qz _ .0
My (z) Hp * IP VBdP JO Mpgdz = ug
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onde P € a pfesséo,?ﬁ € o volume molar parcial de B e My & o pe

so molecular de B,

Membrana ,
semipermeavel

w— goluto

Y
Y

- — solvente

Id

7 ]/f..,.

7

-

‘:
1

: solucdo solvente
A B
FIGURA 3. 'Transporte de massa em:

{a) sedimentagao normal
(b) osmossedimentagao (38).

0 potencial quimico de B no compartimento ‘destinado & so

lucao segue a equagio:

sol _ .0 A _ otz
Mg (2) = pp + RTInX, + IO Vp 8051 42 - [g Mpeda

onde Xy é a fragdo molar de B na solugdo, admitida como sendo i
deal. Havera, portanto, através da membrana, uma diferenga de

potencial quimico

sol  solv

AuB = Wp - Mp = RTInXj + zVBOgAp
onde Ap = psol - 9301V,ﬁsupondo—se que nao ha desnivel entre os
=0

compartimentos, que VB = VB e que X

B ¢ inicialmente constante

com Z.

0 termo RTInXg ¢ sempre negativo e forga o fluxo de Bpa -

ra o compartimento da solugdo, até que o segundo termo (que po-
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de ser positivo ou negativo) se torne positivo e ultrapasseova
lor de RTlnXB em modulo. Assiﬁ, o solvente flui para o compar-
timento da solugao na parté superior da coluna, enquanto que, na
parte inferior, o fluxc € invertido, com o solvente saindo do
me smo compartimeﬁto. -0 fluxo de solvente ocorre até que o po-
tencial quimico ndo mais varie através da membrana, isto &, quan

do o equilibrio de sedimentagdo for alcangado.

Como o acoplamento osmético nao altera a posigdo do e-
quilibrio de sedimentagfo, torna-se possivel a aplicagdo do tra

tamento tedrico adicional, permitindo o calculo de parametros mo

leculares, tais como peso molecular, coeficiente virial, etc.

Desde que a sedimentagao com acoplamento osmOtico, ou oS
mossedimentacdo, permite o uso de colunas de comprimento razoa-
vel a tempos relativamente curtos, torna-se possivel a concen-
tragéd de proteinas e outros macrossolutes, requerendo-se para
isto, essencialmente, uma membrana adequada. Tal membrana deve
ser seletiva quanto ao soluto em questdo, além de oferecer .um
fluxo suficientemente alto para tornar o processo cineticamente
satisfatorio. A concentragdo de proteinas por osmossedimenta-
cao evitaria os sérios problemas de polarizacdo observados naul

trafiltragao e nao exigiria as pressoes por ela requeridas.

1.7. Objetivo

O objetivo principal deste trabalho foi o aperfeigoamen
to de membranas sintéticas que permitissem estender o uso da 0S
“mossedimentagéo a proteinas e solutos de pesos moleculares infe
riores aos que eram viaveis até a €poca de seu inicio, em marco
de 1981. Tais membranas deveriam obedecer a requisitos de bai-

Xa resistencia ao fluxo de solvente e retencio satisfatoria dos
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solutos em questdo. Membranas com estas caracteristicas seriam
interessantes, também, para ultrafiitracao de solutos de mesma

faixa de peso molecular.
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2. PARTE EXPERIMENTAL E RESULTADOS

- 2.1. Materiais e Equipamento

- Materiais:

Acetato de celulose

- secundario, em folhas, da Rhodia

~ Carlo Erba (53% de acido acético combinado)
Acido acé€tico glacial Labormax
Acetona PA-ACS Carlo Erba

Ferrocianeto de potdssio K4|Fe(CN) .EHZO Merck

6!
Nitrato de niquel Ni(NO;),.6H,0 Ecibra

Nitrato de cobalto Co(NO 6H,0 Carlo Erba

312+ 0H,
Sulfato de aluminio AL, (80,) 4. 18H,0 Carlo Erba

Sulfato de ferro e amonio FeNH4(804]2.12H20 Carlo Erba

Nitrato de ferro III Fe(NO .9H,0 Merck

339,

Hidroxido de amonio 28% ACS Carlo Erba

Gamaglobuliné bovina ~ 82-042-3 - Pentex - Miler Laboratories
lot 1012

B-Lactoglobulina bovina - L-0130 Sigma - lot 119C - 8020

Albumina bovina - A-7638 Sigma - lot 121F - 9325

Ovoalbumina - A-~5503 Sigma -~ lot 108C~8135

Inibidor de Tripsina de soja - T9128 Sigma

Dextrana 40000 - 101505 ICN - lot 2151

Dextrana azul (M = 2 x 10°) - D-5751 Sigma - lot 50F-01B

Equipamento:

Espectrofotdmetro UV-visivel Zeiss PMQ-II
Espectrofotometro Infravermelho Perkin Elmer - 399B

Densimetro PAAR-DMA 60
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Microscopio Optico Nikon Apophot (Nippon Kogaku K.K. - Japan)

Microscopio eletronico JEOL JSM-P15

2.2, Membranas Assimétricas de Acetato de Celulose

2.2.1. Preparagao das Membranas

As membranas foram, inicialmente, preparadas no
laboratério, seguindo-se o procedimento aperfeigoado por Robi-

lotta (44), com base no método de Loeb e Sourirajan (10).

Dissolveram-se 75 g de acetato de celulose em u-

ma mistura solvente, contendo 500 ml de acido acético e 175 ml

de agua destilada.

A solugao, completamente homogeneizada e sem.bo~
lhas de ar foi espalhéda sobre uma placa de vidro. Esta placa
continha dois fios de niquel-cromo de 0,2 mm de espessura (fio
numero 32), esticados para possibilitar o controle de uniformi-
dade da espessura da membrana. Espalhou-se a solugaoc com o au-

x1lio de um bastdo de vidro, que corria sobre os fios.

Deixou-se o solvente evaporar por 2 minutos e in
troduziu~se a placa em uma vasilha com agua filtrada, para que

o polimero coagulasse.

Seguindo o procedimento acima, formou-se um fil-
me, cuja face que secou em contato com 0 ar era mais brilhante
e aparentemente mais hidrofobica que a face em contato comapla

cd.

2.2.2. Avaliacao do Acetato de Celulose Usado

na Preparacao das Membranas

A principio, as membranas eram preparadas com a-
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cetato de celulose secundario comercial, vendido em folhas, cu-
ja composicdo exata era por nds desconhecida. Observou-se, po-
rém, que membranas preparadas com acetato de lotes diferentes a
presentavam variagles em suas caracteristicas, principalmente de
fluxo. Passou-se, entao, a usar somente acetato de celulopse da

Carlo Erba (53% de acido acetico combinado).

Para investigar a possivel causa destas variagles,
foram obtidos espectros de absorgao no infravermelho e foramrea
lizadas medidas de viscosidade dos acetatos de origens distin-

tas.

ESPECTROS VIBRACIONAIS NO INFRAVERMELHO

Para a obtengao . dos espectros, prepararam-se, por evapo .
racdo de solvente, filmes transparentes de acetato de celulose$.
com espessura aproximada de 0,012 mm. Os espectros obtidos a
partir destes filmes estao apresentados nas Figuras 4a, 4b e dc.
As Figuras 4a e 4b correspondem ac acetato de celulose éomercial,
vendido em folhas, de diferentes lotes; a figura 4c corresponde
ao acetato da Carlo Erba. Para compara¢ao sao apresentados os
espectros da celulose natural (Figura 5a), monoacetato de celu-
lose (Figura 5b) e friacetato de celulose (Figura 5c) encontra-

dos na literatura (45).

Os acetatos de celulose formam um grupo de produtos nos
quais o grau de acetilagao & variavel até a esterificacdo total,
correspondente ao triacetato (62,5% de acido acético combinado),
chamado também acetato primario. Os acetatos secundarios (51~
-57% de acido acético combinado) s3o obtidos por hidrdlise par-

cial do triacetato, apGs a reacao de acetilacdo (46).
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FIGURA 4. Espectros vibracionais no infravermelho do acetato de celulose
| (a,b) comercial da Rhodia e (c) da Carlo Erba.
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A celulose e o triacetato de celulose apresentam as se-

guintes estruturas (1):

i ]
CH,OH H OH
0
He /iy 0
- OH H
VA OH H H g A CELULOSE
o
H OH CH,OH
T OAc
| CHo H OAc |
o N TRIACETATO
H O /oncH . DE
e N d 0—""V\  CELULOSE
O H OAc Gz .
- | OAc X

0 acetato de celulosc usado na preparagio das membranas € secun

dirio e apresenta um grau de substituigao entre a celulose e seu

triacetato.

A celulose contém grupos éter e alcool responsaveis por
forte absorcao a 3460 em™ e.entre 1000 e 1110 em”t. Na celulo
se acetilada, as absdrgﬁes devidas a hidroxilas tém sua intensi
dade diminuida, podendo ser até removidas, dependendo. da exten-
sio da modificacdo, mas os elos internos e externos sao preser-
vados (46). Estes grupos sao responsaveis pela banda relativa-
mente larga proxima a 1050 mel, com ombros ir?egulares. As
principéis bandas distinguiveis do espectro do acetato de celu-

lose empregado podem ser atribuidas da maneira apresentada naTa

bela 3 (45,47).

As bandas a 1370, 1430 e 1740 sdo caracteristicas do &g

_ter, enquanto que a transigao a 3470 c:m'1 € caracteristica dace
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lulose nao acetilada. Quanto maior a intensidade das 3 primei-

ras bandas, em relagdo a Gltima, maior o grau de acetilagdo.

TABELA 3. Atribuicoes de bandas de absorgao do acetato
de celulose no infravermelho.

0 | -
NG (ggm‘f’)‘da Atribuigio
3470  Vibragdo de estiramento 0-H
1740 Vibragao de estiramento €=0 do ester
1430 Deformagao ~CH,, '
1370 Deformagao mCH3

Para uma avaliagdo da acetilagado relativa dos 3 aceta-
tos usados, foram calculadas as intensidades das bandas, da se~

guinte maneira: Tragou-se uma linha base para cada banda, cor-

TRANSMITANCIA

Ne DE ONDA/¢m-1

FIGURA 6. Avaliacao do grau de acetilagao do acetato
de celulose: metodo da linha-base.

respondente a 100% de transmitancia, conforme a Figura 6. Me-

diram-se as alturas h e H e a absorbancia foi calculada como sen

do:



A= - log g

TABELA 4. Intensidade das bandas referentes aos espectros de

acetato de celulose das Figuras 4a, 4b e 4c.

NO de onda Absorbancia
(cm1) Figura 4a Figura 4b Figura 4c
3470 0,22 0,17 0,22
1740 2,2 1,6 1.5
1430 6,23 0,17 0,07
1370 0,65 0,49 0,54
Absorbancias relativas
A/A (3470 cmT)

1740 9,9 9,3 - 6.6
1430 1,0 1,0 0,31
1370 2.0 2,1

3,0

0 valor A/A (3470 cmul] e diretamente proporcional

grau de acetilacgao.
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Verifica-se, assim, que o acetato de celu-

lose da Carlo Erba apresenta menor grau de acetilacao que o ace

tato em folhas. N&o ha diferenga significativa, com relacao

a

grau de acetilagao, entre os acetatos em folha de lotes diferen

tes., Nota-se, tambem, que nos espectros dos acetatos em folha

aparece uma banda proxima a 745 cm_1; que nao aparece no espec-

tro do acetato da Carlo Erba.

Provavelmente trata-se de algum

aditivo (corante, plastificante, etc) introduzido durante a con

feccao das folhas.

As folhas apresentam uma coloragao esverdea

da, proveniente da adicgao de substancias que nao estao presen-

tes no acetato fornecido pela Carlo Erba.

DETERMINACAC DA VISCOSIDADE  INTRINSECA

Para investigacao do peso molecular dos diferentes ace-
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tatos, determinou-se a viscosidade de cada um deles. Usou-se um
viscosimetro de Ostwald e observou-se o procedimento aconselha-

do na litevratura (48,49,50)}).

0 viscosimetro foli lavado, primeiramente, com solugao 5%
de hidroxido de sodio em etanol,.depois com solugdo de acido clo
ridrico e varias vezes com agua bidestilada. Foram preparadas
solucoes 0,5% a 3,0% de todos os acetatos usados, em acetona.
As sclugbes foram deixadas em banho termostatizado a ZSOCpor'lﬁ
minutos antes das medidas. O viscosimetro foi colocado em posi

¢ao vertical dentro do banho, cada solucao foi introduzida e me

diu-se o tempo de escoamento entre as 2 divisoes do capilar. An
tes de cada medida, o viscosimetro foi lavado com a mesma solu~3
¢do cuja viscosidade seria verificada. A densidade de cada so-
lucao foi determinada, pesando-se em balanga analitica 1 ml de

solucao medido com pipeta volumétrica. Os resultados encontram-

se na Tabela 5.

A viscosidade intrinseca (48,50) € definida como

In] = 1im % in gﬁ
c>0 0
onde n = coeficiente de viscosidade da solucgao
Ny = coeficiente de viscosidade do solvente
c = concentragﬁo em g/ml.
Mas 25 = Eﬁ 33
o Yo Po
onde t_ = tempo de escoamento da solugao
t, = tempo de escoamento do solvente
Py = densidade da solugao

densidade do solvente

©
L]
1



TABELA 5. Valores de tempo de escoamento das solugoes

de acetato de celulose em acetona, para de-

terminacao de viscosidade intrinseca a 25°¢.

* = *%
T T R
celulose x 10 g.ml g-m medio (s) 0°0
4a 0,65 0,79 18,3 70,

1,23 0,79 . 28,0 72,
1,99 0,78 35,1 56,
2,49 0,78 - 47,1 56,5
4b _0,473 0,79 16,1 s,
1,27 0,79 2742 67,6
1,69 0,78 39,5 72,4
2,99 0,78 90,4 69.,
4e 0,453 0,78 18,2 101
0,83, 0,78 25,5 9454
1,49 0,78 55,8 106
2,17 0,78 15,0 106

* As amostras estdo identificadas da mesma forma que na Figura 4.
** Media de 3 determinacoes.

Tem-se, entao:

t_p
1 s
~ 1In T

s
0°0

inl = lim
c>0

Para avaliar o peso molecular, utiliza-se
Inl = KM® (48,50)

onde M = peso molecular do polimero
K e a sao parametros empiricos caracteristicos tanto do po

1imero como do solvente e da temperatura.
Para o acetato de celulose em acetona (50)

K = 8,97 x 10°° ml/g

I

s

a 0,90
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para T = 25°C e acetato de celulose com peso molecular dentro da

faixa de 1 a 18 x 107,

Os valores da Tabela 5 foram colocados em um grafico de

t.p
% in tsps em funcao de concentragdo, que ¢ apresentado na Figu-
00
ra 7.

Extrapolando~se as retas da Figura 7 até c~0 e utilizan

do o método dos minimos quadrados, obtiveram-se os valores:

il

lni4a 79

71

i

In|4b
In|4C = 06

e como M = [lﬂl]l/a

- K

M 4

i

4a 2,4 x 10

M. = 2,2 x 10"

4b

Mdc

fl

5.0 x 10°

Portanto, nao ha diferengas acentuadas nos pesos molecl
lares dos 3 acetatos de celulose, mas o do acetato da Carlo Er-

ba € ligeiramente maior.

2.2.3. Caracterizacdo das Membranas de Acetato de Celu-
lose: Quanto a Fluxo a 1 Metro de Agua e Reten-

cao em Célula de Didlise.

MEDIDA DE RESISTENCIA AO FLUXO DE AGUA (A 1 METRO DE AGUA)

Inicialmente, a avaliagao da permeabilidade das
membranas féi efetuada, registrando-se o fluxo de agua atraves
delas, sob uma pressaoc de 1 metro de agua. As medidas foram e-
fetuadas, usando-se o sistema desenhado na Figura 8. Aagua foi

colocada em um reservatério, ligado a uma célula de dialise, com
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FIGURA 7. Determinagﬁo da viscosidade intrinseca do acetato
de celulose 4a (A), 4b (@) e 4c (o).
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posta por 4 placas de acrilico. Cada placa de acrilico possuia
uma espessura de 6 nm e 6 c¢cm de lado. Duas placas eram perfura
das com 12,6 cm? de drea vazada. A célula montada segundo a Fi
gura 9 continha 2 compartimentos separédos entre si por 2 folhas

perfuradas de polietileno e entre elas a membrana em estudo.

FIGURA 8. Sistema paré medida de fluxo a 1 metro de agua.

Um dos compartimentos foi ligado ao reservatdrio

de dAgua e o outro a uma pipeta, colocada na posicao horizontal.

As medidas de fluxo foram efetuadas, registrando-
se o tempo necessidrio para que a agua preenchesse cada divisao
da pipeta, mantendo-se o nivel do reservatdrio de agua a 1 me-

tro da pipeta.

MEDIDAS DE RETENGAO EM CELULAS DE DIALISE

As medidas de retengao foram feitas, inicialmen-

te, usando-se as células de dialise descritas na Figura 9. Preen
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FIGURA 9. Celula de dialise para medidas de fluxo e retengao.
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cheu-se um dos compartimentos da célula (A) com solugao 0,1% de
- gamaglobulina (M = 165000} em cloreto de sodio 0,1 M aquoso e ©
outro compartimento (B}, com solucado de cloreto de sb6dio de mes
ma concentracdo. As células de dialise foram, entao, colocadas
em geladeira, sem agitagao, durante 24 horas. Apos este tempo,
retiraram-se aliquotas de cada compartimento e leu-se a absor-
bancia das solugodes, usando-se o espectrofotometro Zeiss PMQ-II,

a 280 nm.

A percentagem de retengao, neste caso, foi defi-

nida como a relacgao
A (t = 24 h)
R = x 100
A(t =0) '
onde A (t = 0) = absorbancia inicial da solugao introduzida
| no compartimento A.
A {(t = 24 h) = absorbancia da solugao contida no mesmo com

partimento apds 24 h.

PRIMEIRAS MODIFICACOES NA PREPARAQKOVDAS MEMBRANAS

Antes de introduzir Qualquer modificagao mais.eﬂ
tensa no método de preparacao das membranas, fol observado o e-
feito de compactagao que elas sofriam depois de serem submeti-
das por um longo tempo a uma certa pressao. Foil também verifi-~
cado que a introducgdo de mals uma etapa no procedimento — o a-
quecimento das membranaé coaguladas, durante 1,5 hora em agua a

60°C — alterava este comportamento.

A Tabela 6 apresenta valores de fluxo de agua, a
través de membranas de acetato de celulose da Carlo Erba, subme

tidas a 1 metro de agua por aproximadamente 5 horas. Somente a
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membrana A sofreu tratamento térmico.

TABELA 6. Compactacao de membranas com 0
tempo, a 1 metro de agua.

Membrana A Membrana B

Tempo Fluxo Tempo Fluxo
(min) (m1.min-1.cm=2) {min) (m1.min-1.cm2)

5 0,023 6 0,079

17 0,022 17 0,071

40 0,021 26 - 0,070

64 . 0,018 39 0,062

83 0,018 58 0,056

158 0,018 75 0,054

229 0,017 95 0,049

294 0,015 118 . 0,046

135 0,045

151 0,045

180 0,042

228 0,040

265 0,037

EFEITO DA VARIACAO DA COMPOSICAO DA MISTURA SOLVENTE

Foi estudado o efeito da variacao da composigao
da mistura solvente, qﬁe até entao continha apenas acido acéti-
co e agua, adicionando-se mais um solvente — a acetona. Mante-
ve-se. a proporcao de acetato de celulose na solugao, mas o volu
me de acido aceético foi substituido pelo mesmo volume de umamis
tura de acido acético e acetona, em proporgdes variadas. A quan
tidade de agua adicionada 2 solugao foi mantida aproximadamente

constante.

As membranas assim obtidas foram caracterizadas

da maneira ja descrita, medindo-se o fluxo de agua a 1 metro de
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agua e a retengao em célula de dialise por 24 h. A Tabela 7 a-
presenta os resultados de caracterizagac das membranas prepara-
das com acetato de celulose da Carlo Erba. As membranas foram
preparadas a temperatura ambiente de 26°C e apos a coagulacgao,

sofreram um tratamento térmico em agua a 60°¢, por 1,5 hora.

Além da percentagem de acetona especificada, ca-
da mistura solvente continha, aproximadamente, 26% {(m/m) de a-
gua e o restante de acido acético. Cada solucdo continha, apro
Ximadamente, 12% de acetato de celulose da Carlo Erba. Os resul

tados foram publicados recentemente (51];

- TABELA 7. Caracterizacao das membranas de acetato de celulose da Carlo
Erba, obtidas a partir de solugoes, cuja mistura solvente a-
presentava diferentes proporgoes de acetona.

9 Fluxo a Retencao
Membrana * ﬁgégggiuﬁﬂ/m) 1 metro media de
solvente de agua gamaglobulina
(m1.min-T.cm=2) (%)
! 0 0,023 | 94,9
2 12,5 0,021 97,2
3 32,8 0,018 98,0
4 52,1 | 0,0087 98,5
S 74,0 . 99,3

0 fluxo da membrana 5, obtida a partir de uma so
lugdo que nao continha acido acetico, ndo pode ser avaliado, por

ser muito baixo para ser determinado, com boa precisao, com o

sistema da Figura 8.

A Figura 10 apresenta a queda do fluxo de agua
com o aumento da percentagem de acetona na mistura solvente, a-

companhada pelo aumento de retencao de gamaglobulina em célula
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FIGURA 10. Retencdo de gamaglobulina em celula de dialise (A)
e fluxo. de agua (sob pressao de 1-metro de agua)
{0), em fungao da percentagem de acetona na mistu-

ra solvente.
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de dialise.

A titulo de ilustragdo, a Tabela 8 apresenta al-
guns valores para a caracterizacio de membranas preparadas de ma
neira an&loga aquelas da Tabela 7, porém a partir de acetato de

celulose comercial.

TABELA 8. Caracterizagao de membranas obtidas a partir
de acetato de celulose comercial.

% Acetona (V/V) Fluxo a_1 metro Retengao de
na mistura de a?ua gamaglobulina
solvente (ml.min~t.cmm2) (%)

0 0,063 . 96,1
20 ' 0,042 -
37 - ' 0,012 -
4 0,014 96,5
44 0,007 96,3
56 - 95,9
74 - | 96,8

Estes resultados.correspéndem as primeiras medi-
das efetuadas. Nao houve controle de temperatura durante a pre
paragao das membranas nem tratamento térmico final. Fluxos de
agua através de membranas, cuja mistura solvente continha 56 %,
ou mais, de acetona nao puderam ser determinados, com boa preci
sdao, pelo sistema da Figura 8. Nao foram determinadas as reten
coes de gamaglobulina para todas as membranas da tabela, mas ob
Servou-se §ue nao houve muita evolugao com a mudanca da mistura
solvente, para este tipo de acetato. . Além disso, utilizando-se
acetatos de celulose de lotes diferentes nao havia reprodutibi-

lidade nas medidas de fluxo. Membranas com acetato da Carlo Er

ba apresentavanm, também, maior resisténcia mecanica. Por estas
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razoes, o trabalho passou a ser desenvolvido somente com aceta-

to de celulose da Carlo Erba (53% de acido acético combinado).

EFEITO DA VARIACAO DA PROPORCAQO DE ACETATO DE CELULOSE

Prepararam-se solugoes de 5 a 12% de acetato de
celulose (Carlo Erba) em uma mistura solvente de composigao cons
tante, contendo 31% de acetona, 41% de acido acético e 28% de &
. gua. As membfanas foram preparadas a 26°C e apods a coagulacdo,

. - o .
foram mantidas em agua a 60 C, por uma hora e meia.

0 preparo de membranas com proporgoes de acetato
de celulose fora da faixa considerada apresentou dificuldades.
Solugoes muito diluidas deram origem a membrénas muito frageis,
enquanto que solugoes muito concentradas apresentaram-se exceén
sivamente viscosas para serem espalhadas de maneira uniforme so

bre a placa de vidro.

- A Tabela 9 apresenta valores de fluxo de agua (a
1 metro de agua) e retencdo de gamaglobulina em células de dia-

lise para estas membranas. Os resultados foram publicados (51).

TABELA 9. Caracterizagao de membranas obtidas a partir de solugoes
contendo diferentes proporgoes de acet ato de celulose.

9 Fluxo a 1 metro Retencao de
s ?;?;?to de agua gamaglobulina
(ml.min=T.cm~2) (%)
7,1 _ 0,14, 93,9
8,7 : 0,045 96,6
10,5 0,019 98,0
12,0 0,009 98,7
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Os valores da Tabela 9 sao apresentados em grafi
co na Figura 11, onde se observa o aumento de retencao e dimi-
nuic¢ao de fluxo com o aumento da percentagem de acetato de celu

lose em solugao

2.2.4. Ensaios de Ultrafiltragio
2.2.4.1. Caracterizacao a pressées de 0,5a2 atm.

Para caracterizagao das membranas a pres

soes acima de 1 metro de agua (0,1 atm), usou-se o sistema da Fi

gura 12,

Um kitasato foi utilizado como reserva-
torio de solugdo. A solugdo era 1evada-até o porta-filtro Mil-
lipore Swinnex 47, que continha a membrana, por um tubo de nylon.
Foi necessario que toda a tubulacdo fosse de plastico, pois se
verificou que a gaméglobulina desnatura em contato com pegas me
talicas. Um cilindro de nitrogénio, equipado com valvula e ma-

nometro, foi utilizade para fornecer a pressao desejada.

A permeabilidade das membranas foi ava-
liada, pesando-se, em balanga analitica, a quantidade}kapermeag
te que as atravessava em um determinado tempo (cronometrado). A
seletividade foi avaliada, utilizando-se o mesmo sistema da Fi-
gura 12, onde o kitasato foi utilizado como reservatdrio de so-
lucao. Quando na avaliagao foram usadas proteinas, determinou-

se a absorbancia (a 280 nm, em espectrofotdmetro Zeiss PMQ ~II)

das solucoes que atravessaram as membranas, considerando-se a

percentagem de retengao como:

A (filtrado)
R =11 - - x 100
A (reservatorio)
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FIGURA 11. Ffeito da concentracao de acetato de celulose
sobre o fluxo de agua (A) e retencao (e)

gamaglobulina.
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134

onde A (filtrado) absorbancia da solucao que atravessou a

membrana.

A (reservatdrio) absorbancia da solugfo de alimentacdo.

Este procedimento foi seguido para solu

goes~testes dos seguintes macrossolutos:

gamaglobulina (M = 165000) {(52)
B-lactoglobulina (M = 35500) (53)
albumina bovina (M = 66000} (54)
ovoalbumina (M = 42700) (55)

inibidor de tripsina (M = 24000) (56)

" Foi utilizada, taﬁbém, uma solugao aquo
sa de dextrana (M = 40000). Neste caso, a retencio foi avalia-
da por medidas de densidade em densimetro PAAR-DMA 60. Cons-
truiu-se uma curva de calibracao de concentragao da dextrana em
funcao de densidade, apresentada na Figura 13. Os valores que
permitiram a construgiao da curva de.calibfagéo encontram-se na

Tabela 10.

TABELA 10. Curva de calibragao de concentragao de dextrana
em fungao da densidade, a 25°¢C.

Densidade Concentragao
(g.m1-1) (g.m1-1)
],002865 0,01659
1,002822 0,01633
1,00?858 0,01347
],000686 0,909938
0,999255 0,006]33
0,997908 0,002452

0,99704, agua
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FIGURA 13. Curva de calibragac de conceniraguo de dextrana

(M = 40000) em fungio de densidade.
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FIGURA 14. Determinacio da viscosidade intrinseca da
dextrana, a 25°¢.
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Como a concentragdo varia de maneira pra
ticamente linear com a densidade, segundo a curva de calibragao,
foram determinadas as densidades da solugio do reservatorio (p
(reservatérioc)) e da solugdo que atravessou a membrana (p (fil~-
trado)) e se obteve a percentagem de retencdo como:

p {filtrado)

R= |1 - _ - x 100
p {reservatorio)

Foi, também, determinado o peso molecu-
lar da dextrana usada, por viscosidade. A determinagdo foi rea

lizada de maneira analoga a descrita para o acetato de celulose.

Usou-se, porem um viscosimetro de Ubbelohde, de principio seme

lhante ao de Ostwald. Os resultados encontram-se na Tabela 11.

TABELA 11. Determinacao da viscosidade intrinseca da dextrana, a 25°¢.

. Tempo de t.o
TR R escoanento A=
la. Marca 2a. Marca 1la. Marca 2a. Marca

agua 0,99704 37,5 71,5 - -
14,89 1,00233 47,5 91,0 16,2 16,6
13,80 1,00195 47,0 90,0 16,7 16,9
12,23 1,00140 46,0 87,0 17,1 16,4
10,72 1,00087 44,5 85,3 16,3 16,7
9,90 1,00058 44,0 84,0 16,5 16,6
6,76 0,99947 42,0 80,0 17,1 17,0
6,64 0,00043 41,8 80,0 16,7 17,1
1,84 0,99775 38,7 74,0 17,5 18,3

Media de 3 determinacoes,

- 1 tsPs
Construiu-se um grafico de ~ 1n
c t0p0

fungao de concentracdo, e extrapolou-se, pelo método dos mini-

€m
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mos quadrados, para ¢*0. O grafico se encontra na Figura 14. A

extrapolagao da reta da Figura 14 forneceu o valor de |n| =17,8.

Utilizando-se os valores de a = 0,50 e

i

97,8 x 10“3 ml/g para dextrana de peso molecular na faixa de

2-10 x 10%, a 25%C (50):

[!nl}l/a
M = |
K

4

K

M= 3,3 x 10

0 valor de peso molecular (fornecido pe

la ICN) para a dextrana utilizada & de 40000 + 3000.

2.2.4.2, Variacao da composicao da

mistura solvente;
COMPACTAQKO DAS MEMBRANAS

As membranas da Tabela 7 (membraﬁas 1,
2, 3 e 4) foram caracterizadas com o sistema da Fig ura 12, com

um porta-filtro de area 0til de 0,75 cm?,

A primeira caracteristica a ser verifi-
cada fol a compactacao das membranas submetidas a 2.atm. Regis
traram-se os fluxos de agua, submetendo as membranas a essa pres
sao e repetindo as medidas apos sucessivos intervalos de tempo,
até que ndo houvesse grandes variacoes ﬁos valores de fluxo. Os

resultados encontram-se na Tabela 12.

Na Figura 15, os valores da Tabela 12
sao apresentados em grafico de fluxo de agua em fungao do. tempo,
mostrando o efeito de compactagao para membranas obtidas a par-

tir de solucdes contendo diferentes proporcoes de acetona {51).
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FIGURA 15, Efeito de compactagao em membranas obtidas
a partir de solugoes cuja mistura solvente
contém diferentes percentagens de acetona:
(8) 0%3 (@) 12,5%; () 32,8; (0) 52,1%.°
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FIGURA 16. Efeito de histerese na compactagao da membrana 1,
' variando a pressap de: (o) 2 a 0 atm, (£3) 0 a 2
atm e novamente de (A)2 a O .
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TABELA 12, Efeito de compactagao da membrana: variagao da resistencia
ao fluxo de agua com o tempo, @ pressao de 2 atm (51).

Fluxo de agua a 2 atm

{g?ﬁ? (m1.min-1,cm=2)
Membrana 1 Membrana 2 Membrana 3 Membrana 4

1 0,70 0,44 0,65 0,46
5 0,42 - 0,54 -

6 - - - 0,39
7 - 0,36 - -
12 - - 0,46 -
14 0,33 - - -
15 - | - 0,29 - 0,33
20 - - 0,42 -
22 - - - 0,30
24 - 0,24 - -
27 0,23 - - -
30 - - 0,38 0,28
36 0,23 - - -
38 . 0,20 0,36 0,27
45 0,22 - - -

VARIACAO DE FLUXO E RETENCAO COM A PRESSAQ

Foi verificada, também, a variacido do
fluko de agua com a pressao. Mediram-se os fluxos, submetendo-
se as mémﬁranas'a pressoes decrescentes, de 2,0 até 0,5 atm. Re
petiram-se aé medidas, aumentando-se novamente a pressao até 2
atm ¢ retornando a 0,5 atm. Membranas obtidas a partir de solu
goes contendo diferentes teores de acetona comportaram-se de ma
neira analoga. Os valores obtidos para a membrana 1 (0% de ace

tona) sao apresentados na Tabela 13.

A Figura 16 ilustra o efeito de histere

se observado com relacado ao fluxo de agua, quando se diminui e
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FIGURA 17. Influéncia da v'ariagﬁo da concentragao de acetona
na mistura solvente do acetato de celulose sobre
o fluxo de permeante, Solugoes-testes: (o) A,
(4) B, (O) C, (o) D, (4) E.

47




FIGURA 18.

FIGURA 19.
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Influéncia da concentracdo de acetona na mistura
solvente do acetato. de celulose sobre a retencao
de solutos: (o) A, (A) B, {1} C. (e) D, (&) E.
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Retencoes de solutos de diferentes pesos moleculares

por membranas obtidas a partir de solucoes de aceta-

to de celulose em misturas solventes com proporgoes
de acetona variaveis: {o) 0%, (&) 15,1%, (0) 33,1%,
(e) 48,5%.
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se aumenta sucessivamente a pressao (51).

TABELA 13. Variagao do fluxo de agua atraves
da membrana com a pressao.

Pfgi;?o (m1 mség¥ocm"2) Pressao Fluxo Pressao Fluxo
2,0 0,51 - 0,5 0,N 1,5 0,27
1,5 0,32 1,0 0,21 1,0 0,18
1,0 0,20 1,5 0,30 0,5 0,076
0,5 0,090 2,0 0,37 2,0 0,34

Verificou-se, entao, a variacdo da vre-
tengao com a pressiao. O reservatorio da Figura 12 foi preenchi
do com solugao 0,1% de gamaglobulina em cloreto de sodio 0,1 M
aquoso. Mediu-se o fluxo de permeante e a retengio das membra-
nas a diferentes pressces. Os valores correspondentes a membra

na 1 (0% de acetona) encontram-se na Tabela 14.

TABELA 14. Valores de fluxo e retengao de solucao
0,1% de gamaglobulina, para a membrana
1, a diferentes pressoes.

Pressao Fluxo Retengao
(atm) (ml.min-1.cm-2) (%)
2,0 0,078 58,9
1,5 0,048 51,7
1,0 0,033 43,6

EFICIENCIA DO TRATAMENTO TERMICO

Investigou-se a eficiéncia do tratamen-

to térmico apos a coagulagdo das membranas, quanto a retengao de
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macrossolutos. Foram preparadas membranas a partir de solucgoes
contendo 10% de acetato de celulose e misturas solventes conten
do diferentes proporgoes de acetona. Parte das membranas obti-
das foi mantida em Adgua a 60°C, por uma hora e meia. A caracte
rizacao foi efetuada com uma solugdo aquosa 1% de dextrana (M =
40000), a 2 atm, com o sistema da Figura 12. A Tabela 15 apre
senta a caracterizagao das membranas A.e B. Somente as membra-

nas A sofreram tratamento térmico.

TABELA 15, Caracterizagao de membranas com e
sem tratamento termico, utilizan-

do-se solucao 1% de dextrana.

% Acetona Fluxo de Retencgao
na mistura permeante de dextrana
solvente (ml.min=}.cm2) (%)
A B A B
0 - 0,91 0,41 7,3 3.2
14,5 0,14 0,21 6.6 5,4
29,6 0,20 0,099 4,2 9,7

32,1 0,062 0,077 12,0 12,2

Verificou-se, que o aguecimento a 60°C
ndo aumentou a seletividade das membranas e, portanto, nao jus-
tificava a introducgac de mais esta etapa no seu preparo. Mem~
branas preparadas desde entao, nao sofreram mals nenhum trata-

mento térmico.

FLUXO DE PERMEANTE E RETENCAO DE SOLUTOS

DE VARIOS PESOS MOLECULARES

Obtiveram-se membranas a partir de solu
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coes com 11% (m/m) de acetato de celulose em mistura solvente,
~contendo 26% de agua e proporcdes variaveis de acetona e acido
acético. Caracterizaram~-se as membranas quanto a fluxo e reten
cao (sob pressao de 2 atm) com o sistema da Figura 12, utilizan
do-se solugbes-testes de solutos de diferentes pesos molecula-
res. Os resultados encontram-se na Tabela 16. O0Os valores data
bela sao colocados em graficos nas Figuras 17, 18 e 19. As menm

branas nac sofreram tratamento térmico.

2.2.4.3. Influencia do tempo de evaporagao do

solvente na preparagao da membrana.

Prepararam-se membranas a partir de so-

lugoes de composicao A e B:

Solucao A: 10% {m/m) acetato de celulose
68% (m/m) acido acético

22% (m/m) agua

Solugao B: 10% (m/m) acetato de celulose
37% (m/m) acido acético
29% (m/m) acetona

24% (m/m) agua.

As condicGes de preparacao foram manti-
das aproximadamente constantes para todas as membranas. A tem-
peratura ambiente manteve-se constante com auxilio de um condi-
cionador de ar e variou-se apenas o tempo de evaporagao do sol-
vente em cada membrana. Para caracterizagdo utilizou-se uma 50
lucao 0,1% de gﬁmaglobulina em NaCl 0,1 M e o sistema da Figura
12. Os resultados encontram-se na Tabela 17 e a Figura 20 ilus

tra » efeito sobre fluxo e retengao de gamaglobulina.

LIp 1 A M
f IR A

-
e
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TABELA 17. Influencia do tempo de evaporacao de solvente
sobre o fluxo e retengao de gamaglobulina.

Tempo de .
_ b Fluxo Retencao
evaporagao - - 4
(s) (ml.min-1.cm=2) (%)
A B A B

30 0,13 0,084 42,5 50,7
45 0,14 0,069 36,6 54,8
60 0,15 0,066 36,1 64,3
90 0,14 0,061 42,4 78,3
120 0,13 0,063 52,4 69,5
180 0,13 0,070 46,2 69,6

2.2.4.4. Infludncia da espessura do fio de ni-

quel-cromo na preparagao da membrana.

Prepararam-se membranas a partir de so-

lugdes de composigao A e B:

Solucao A: 10% {(m/m) acetato de celulose
68% (m/m) acido acetico

22% (m/m) agua

Solucao B: 10% (m/m) acetato de celulose
29% (m/m) acetona
38% (m/m) acido acético

23% (m/m) agua

As condig¢bes de preparo foram mantidas
aproximadamente constantes. O tempo de evaporagao do solvente
foi igual a 2 minutos ¢ variou~sé apenas a espessura do fio de
niquelucromo.de 0,20 mm (fio nimero 32) a 0,51 mm (fio nimero 24).

A caracterizac¢do a 2 atm encontra-se na Tabela 18. Foi utiliza
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FIGURA 21. Fluxo e retencao de solugoes de gamaglobulina por
membranas preparadas com fios de niquel-cromo de
espessura variavel, a partir das solugoes (o) A e

(A) B.
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da uma solugao 0,1% de gamaglobulina em NaCl 0,1 M. A Figura 21

mostra que ha um aumento de fluxo e diminuigao de retengio com

o aumento da espessura das membranas.

TABELA 18. Influencia da espessura do fio de niquel-cromo
sobre as caracteristicas das membranas.

Fio Membrana
' Fluxo Retengao Espessura*
Espessura NO (ml.min-l.cm"2) (%) (mm)
A B A B A B
0,51 24 0,58 0,23 24,3 15,4 0,218 0,199
0,40 26 0,35 0,15 31,2 25,3 0,173 0,148
0,37 27 0,32 0,11 34,5 31,1 0,178 0,130
0,29 29 0,16 0,093 38,8 46.4 0,120 0,098
0,20 32 0,15 0,056 46,6 77,0 0,080 0,083

* Determinada com micrometro, usando-se membranas umidas.

Membranas preparadas com fios de niquel-
cromo mais espessos apresentaram melhor resisténcia mecanica
Tentou-se combinar o efeito do tempo de evaporacac de solvente
com o efeito da espessura do fio para obter membranas com carac
teristicas de fluxo e retengdo semelhantes das verificadas até en

tdo, mas com melhor resisténcia mecanica.

Prepararam-se membranas a partir de uma
solugido contendo 11% de acetato de celulose, 35% de acido acéti
co, 29% de acetona e 24% de agua. Utilizaram-se fios de niquel-~
cromo de 0,40 mm de espessura (fio nimero 26) e tempos de evapo
racao do solvente variaveis. A caracterizagao foi realizada com
solucdo 0,1% de R-lactoglobulina em NaCl 0,1 M e esta apresenta

da na Tabela 19.
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TABELA 19. Caracterizacac de membranas preparadas com fio
de anue1~cromo n® 26 e tempo de evapotagéo de
solvente variaveis.

Tempo Fluxo Retencao
(min) ~ (ml.min~l.cm™2) (%)
0,22 ' 11,5
0,30 17,3
10 0,19 38,2

Membranas preparadas com a mesma solu-

cao, usando-se fios de nfquelwcromo de espessura 0,20 mum (fion®
32) e tempo de evaporacao de.solvente Z minutos, apresentaram
fluxo médio de permeante igual a 0,17 ml.In:iﬂ—l.cm—2 ¢ retengao
média de B-lactoglobulina igual a 23,5%. Assim, as membranas
preparadas com fio n? 26 e tempo de evapbragéo de solvente 10 mi

nutos apresentam caracteristicas de fluxo e retengdo superiores,

além de melhor resisténcia mecanica,

2.2.5. Impregnagao de Membranas de Acetato de

Celulose com Precipitados Inorganicos.

Promoveu-se a formagao de precipitados sobre mem
branas de acetatce de celulose, de maneira que preenchessem seus

poros, tornando-as seletivas a solutos menores.

Investigaram-se alguns precipitados com base no
trabalho de Walden (57), que fez impregnagoes em vidro poroso.
Cada membrana foi mergulhada na solugdo que continha o cation
(ou o anion) responsavel pela formacdc do precipitado. O exces
so de solucgao foi eliminado com auxflio.de papel de filtro e a

membrana foi imersa na solugdo que continha o dnion (ou o cation)
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correspondente. Utilizaram-se as seguintes solugOes aquosas:

Ferrocianeto de potassic 5%
Cloreto de cobre II 5%
Nitrato de niquel 5%

Nitrato de cobalto 5%

A membrana impregnada foi obtida a partir de uma
solugao cuja mistura solvente continha apenas agua e dcido acé-
tico, tempo de evaporagao de solvente 2 minutos e fio de niquel-

cromo n® 32. A caracterizacao fol efetuada a 2 atm com uma so-
lugdo 0,1% de inibidor de tripsina de soja (M = 24000) e os va-

lores encontram-se na Tabela 20.

Impregnag6es realizadas pelo método acima nao a
presentaram resultados muito satisfatdorios. Impregnaram-se, en
t3do, membranas com hidroxidos de ferro e aluminio. A membrana
de acetato de celulose foir imersa em solugao de sulfato de alu-
minio ou de sulfato de ferro ¢ amonio e depois foi colocada em
atmosfera de amﬁnia, apos ser eliminado o excesso de solugdo com
papel de filtro. A impregnacdoc com hidrdxido de aluminio nio se
mostrou muitoc eficiente, mas os resultados com hidroxido de fer
TO motivaram maior exploragao deste procedimento. Resultados re
ferentes a impregnagido com hidroxidos de ferro e aluminio encon

tram-se, também, na Tabela 20.

As membranas de acetato de celulose cuja caracte
rizagao foi apresentada na Tabela 16 foram impregnadas com hi-
droxido de ferro da seguinte maneira. Mergulharam-se as membra
nas em solugdo 1 M de nitrato férrico e eliminou-se o excesso de
solugdo com papel de filtro. As membranas foram, entao, suspen

sas em um recipiente fechado contendo solugao 1% de hidroxido de
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TABELA 20. Caracterizacao de membranas de acetato de celulose,
impregnadas com precipitados inorgﬁnicos.

Solugao-teste: inibidor de tripsina (M=24000) 0,1%.

Material impregnante (m?.mize??cm-Z) Re%g?gﬁo
- 0,47 15,2
Ferrocianeto de cobre 0,15 30,3
Ferrocianeto de niquel 0,22 34,8
Ferrocianeto de cobalto 0,20 17,4
Hidroxido de aluminio 0,34 18,4
Hidroxido de ferro 0,21 ‘ 53,8

amonio. A membrana suspensa de modo a nao entrar em contato com
a solugdo e a impregnagao foi considerada completa apdos 30 ou 40
minutos, quando toda a membrana adquiriu uma coloracgao castanha
vniforme. A caracterizagdo destas membranas impregnadas, obti-
das a partir de solugoes de acetato de celulose em misturas sol
ventes com diferentes concentracgoes de acetona, esta apresenta-

da na Tabela 21.

2.2.6. Microscopia Optica e Eletronica

Membranas obtidas a partir de solugoes de aceta-
to de celulose em mistura solvente contendo diferentes percenta
gens de acetona foram observadas por transmissao em microscopio
optico. Nikon Apophot (Nippon Kogaku K.K. - Japan). Eragmen-
tos de cada membrana foram colocados Gmidos nas laminas do mi-
croscopio. A Figura 22 mostra uma série de micrografias corres
pondentes a membranas obtidas de solugoes com diferentes percen

tagens de acetona. Sao apresentadas, também, micrografias dos
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TABELA 21, Caracterizagao de membranas de acetato de celulose
impregnadas com hidroxide de ferro.

% (m/m) de Fluxo de permeante*

acetona na a 2 atm Rete;gao*
mistura solvente (ml.min-1.cm-2) (%)
A B C A B C
0 : 0,041 0,039 0,036 61,6 54,2 33.1
15,1 0,03] 0,054 0,038 59,9 43,9 32,1
33,1 _ 0,037 0,025 0,058 58,8 53,9 25,0
48,5 0,048 0,036 0,051 50,8 53,2 29,6

* Solugoes-testes: (A) B-Lactoglobulina (M = 35500} 0,1%

(B) Ovoalbumina (M = 42700) 0,1%
(C) Dextrana (M = 40000) 1,0%.

cortes transversais de cada membrana. Observaram-se diferengas
acentuadas na estrutura das membranas. Membranas obtidas a par
tir de solucdes com maior concentracac de acetona apresentam u-
ma estrutura mais densa, esponjosa com algumas cavidades que se
tornam mais escassas com o aumento do teor de acetona. As Figu
ras 23 e 24 mostram uma série de micrografias correspondentes a
secagem de membranas obtidas a partir de solugoes com misturas
solventes contendo, respectivamente, 15 e 75% de acetona. As mi
crografias foram obtidas observando-se as membranas inicialmen-
te umidas durante alguns minutos no microscdépio. A secagem i-
lustra a estrutura celular das membranas onde a Agua esta conti
da em compartimentos. Estes compartimentos se¢ manifestam como
pontos escuros que vao aparecendo durante a secagem. Nocaso da
membrana cuja solugao de partida continha menor teor de acetona,
os pontos sao maiores e correspondem, provavelmente, as cavida-

des que aparecem na Figura 22.b. Na membrana obtida apartir de
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solugao com maior teor de acetona aparecem pontos menores que
correspondem a cada célula da estrutura esponjosa. Depois de se
ca esta parte da estrutura, a agua deixa as cavidades maiores e

a regiao da micrografia correspondente a cada cavidade escurece:

de uma SO vez.

As membranas foram observadas, também em micros-
copio eletronico de reflexao JEOL JSM-P15. Fragmeﬁtos de cada
membrana foram liofilizados utilizando-se nitrogénio liquido.
Cada fragmento foi montado nos suportes adequados e as amostras

foram recobertas com uma fina camada de ouro e introduzidas no

microscopio. A face mais fechada da membrana nao apresentou con
traste suficiente e, assim, nao foi possivel avaliar o tamanho
dos poros reSponsﬁveis pela sua seletividade, A Figura 25 mos-
tra a face mais aberta de uma membrana obtida a partir de solu-
gao de acetato de celulose em mistura solvente contendo 15% de
acetona. A observagao da mesma face de membranas obtidas a par
tir de solugoes com diferentes concentracgoes de acetona nac re-
velou mudangas acentuadas na estrutura, apenas uma pequena va-

riagao no tamanho dos poros.

A Figura 26 apresenta uma série de micrografias
representando cortes transversais das membranas. A Figura 26.a
representa uma visao inclinada (aproximadamente 400) de um cor-
te correspondente a membrana de acetato de celulose cuja mistu-
ra solvente nao continha acetona. Pode-se observar a face mais
fechada da membrana. A Figura 26.b representa uma visao incli-
nada de um corte da membrana referente a mistura solvente com
15% de acetona, onde se observa sua face mals aberta., As Figu-
ras 26.c e 26.d mostram, respectivamente, membranas obtidas a

partir de solugoes com 33 e 49% de acetona na mistura solvente.
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FIGURA 25.

Face mais aberta de membrana obtida a partir de solugao
de acetato de celulose em mistura solvente contendo 15%
de acetona, em microscopio eletronico.
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As membranas observadas em microscopio eletroni-
co, bem como os cortes observados em microscopio Optico foram
feitas com fio n® 26 (espessura 0,40 mm). As membranas observa
das em microscopio optico foram feitas com fio n® 32 (espessura

0,20 mm).

2.2.7. Estimativa de Erros

Escolheu-~se aleatoreamente uma série de medidas
experimentais, calculou-se o desvio padrao e aplicou-se o teste

de Student (58), com 95% de seguranga.

A determinagdo, a 2 atm, da permeabilidade de di
ferentes membranas, obtidas de um mesmo filme, mostra desvio re
lativo de *5%. Quando consideramos membranas distintas obtidas
a partir de uma Unice solugao, este desvio sobe a 10%. Este erx
ro pode ser atribuido a pequenas variagoes durante o processo de
espalhamento da solucao sobre a placa de vidro: presenga de coX
rente de ar, variacao da umidade do ar e temperatura ambiente,
embora se tenha procurado controlar estes fatores com o uso de

condicionador de ar e outros cuidados.

A determinacac de fluxo de membranas obtidas a
partir de solugoes diferentes, mas de composigoes semelhantes es
ta sujeita a uma variagao de 18%. Além dos fatores de erro ja
mencionados, deve-se considerar que uma pequena variagao na com
posicao das solugbes pode alterar as caracteristicas das membra
nas obtidas. Neste caso, observam-se desvios relativos na re:
tencao, de solutos de até 17%. Nos experimentos de osmossedi-
mentagdo, o desvio relativo na retengao de solutos & aproximada

mente de 14% e cai a 6% para solutos de peso molecular mais al-

to (gamaglobulina).



2.3. Osmossedimentacao

O objetivo desta parte do trabalho foi verificar a efi-
ciencia das membranas de acetato de celulose em osmossedimenta-

gao.

Prepararam-se membranas a partir de solugao 11,5% (m/m)
de acetato de celulose em mistura solvente contendo 26,7% de a-
gua e propor¢des variiveis de acetona ¢ acido acético, usando-
se fio de niquel-cromo numero 26 (espessura 0,40 mm) e tempo de

evaporacao de solvente 10 minutos.

As membranas foram testadas com solucoes 1% de gamaglo-
bulihaa 1% de albumina bovina e 1% de ovoalbumina (todas em NaCl
0,1 M aquoso). Utilizou-se uma centrifuga refrigerada RC-3B da
Sorvall Instruments e montaram-~se as membranas em células de a~
crilico semelhantes aquela apresentada na Figura 27. Cada célu
la era composta por 2 placas de acrilico de 9,5 cm por 4 cm, es
cavadas, permitindo a formacao de dois compartimentos separados -
por uma area util de 10 cn’ de membrana, com um volume de 3 cm®
cada um. As duas placas sao parafusadas uma na outra, colocan-
do-se uma folha de polietileno vazada entre elas. Para evitar

vazamentos, cada célula era protegida por 2 molduras de alumi-

nic de 2 mm de espessura, parafusadas com as placas de acrilico

Testes foram efetuados preenchendo-se um dos comparti-
mentos com a solucdao de proteina em NaCl 0,1 M aquoso e o outro
com solugao de NaCl de mesma concentragao. Células com membra-
nas diferentes foram deixadas em centrifuga a 2000 RPMe 4°C por
24 h. O volume do compartimento correspondente a solugao foi di
vidido em cinco partes e cada fracao foi sucessivamente retira-

da, do topo ao fundo, com o auxilio de uma seringa. Recolheu-
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FIGURA 27. Celula de acrilico para osmossedimentacao.
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se, também, a solugdo correspondente ao solvente homogeneizado.
Cada fracdo foi diluida, com pipetador automatico CACIL de 0,1
ml (cuja capacidade real foi verificada serigual a,1186+0.0006
mnl) e bﬁreta de pistdo Metrohm AG Herisau de 10 ml, até que a
concentracgao adequada para leitura de absorbancia fosse obtida.

A absorbancia foi 1lida a 280 nm, em espectrofotometro Zeiss PMQ-

IT.
Os resultados obtidos estao na Tabela 22.
TABELA 22. Caracterizagdo de membranas de acetato de celulose
quanto a sua eficiencia em osmossedimentacao.
Solucac 1% de gamaglobulina (A = 11,9)
Membrana

Absorbancia* Retencido

% Acetona na Alturas médias (cm) Solvente (%)

6,75 5,25 3,75 2,25 0,75

0 0,426 0,858 1,65 3,91 22,0 1,01 91,5
1,30 2,28 3,07 7,59 29,5 1,55 87,0
15,7 0,468 1,14 2,25 5,45 37,4 0,370 96,9
0,660 0,978 1,69 5,89 30,8 0,578 95,1
31,6 0,468 0,744 1,36 3,47 31,8 0,084 99,3
0,768 2,35 2,35 6,44 25,7 0,800 93,3
49,4 1,07 1,57 3,08 7,04 34,1 0,176 98,5

1,80 3,15 5,64 13,4 29,7 0,635 94,7
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TABELA 22 — Continuacao

Solugao 1% de albumina bovina (A = 5,85)

Membrana -, -
o ~ Absorbancia* Retengao
% Acetona na = : Solvente &
mistura solvente Alturas medias (cm) (%)
6,75 5,25 3,75 2,265 0,75
0 1,71 3,18 3,55 4,15 4,75 2,60 55,6
1,09 1,79 2,46 3,39 4,50 2,36 59,7
15,7 0,96 1,52 2,12 3,75 6,06 1,50 74,4
1,21 1,92 2,83 4,65 7,68 1,50 74,4
31,6 1,26 2,19 3,73 6,00 8,40 1.16 80,2
49,4 1,46 2,34 3,83 5,94 8,40 0,b45 90,7
Solucio 1% de ovoalbumina (A = 5,73)
Membrana = s =
Absorbancia*® Retencgao
. % Acetona na s Solvente :
mistura solvente Alturas mgdzas (cm) (%)
6,75 5,25 3,75 2,25 0,75
0 1,77 2,65 3,31 4,05 4,86 2,80 51,1
1,92 2,79 3,47 4,02 4,92 2,60 54,6
15,7 1,27 1,80 2,65 4,11 4,67 1,55 73,0
. 1,63 2,27 2,68 3,42 4,56 2,35 59,0
31,6 1,16 1,77 2,56 4,02 6,24 1,20 79,1
2,16 2,91 3,78 5,01 6,72 1,90 66,8
49,4 1,73 2,46 3,63 5,46 7,56 0,428 92,5
1,97 2,76 3,93 5,79 7,56 10,930_‘. | _83,8

* As absorbancias foram‘cofrigidas levando em consideracao a diluicao neces-
siria para a leitura. Devido a deformacao da membrana e consequente varia
¢do de volume dos compartimentos da c@lula, ndo e possivel fazer calculos

significativos de balango material.
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A Figura 28 mostra concentragdo da solugao em fungﬁo do
quadrado da distancia entre pontos da celula e o centro de rota
cao (rz).

Foram calculados os gradienfes de concentracdo tedricos
esperados, considerando comportamento ideal, quando o equilibrio
de sedimentacdo fosse alcangado. Determinaram-se os valores de

dlnc/dr2 através da equagao:

dinc  w? M (1 - vp)
5 (59}
dr 2 RT
onde w = velocidade angular = 2Zn 2230 = 209 s_1
T = 277 K
R = 8.314 x 107 ¢ 572 k' en® mor"?

Conhecida a absorbancia da solugdo homogénea (a tempo zero), u-
tilizou-se a equagao abaixo (60) para determinar o valor de r no
qual a concentragao da solugao apos o estabelecimento do equili

brio fosse igual a concentragdo da solugao homogénea inicial.

2 Z

Mw® (1-Vp) ) 2 Mw® (1-Vp) 5 2
(re®-r. ") exp |- (rg"-r7)
c {r) 2 RT 2 RT
o sz (1-vp) 5 9
1 - exp|~ — L )
2 RT
onde r = distancia do centro de rotagao ao topo da celula =-
= 15,7 cm.
Te = distancia do centro de rotacao ao fundo da célula =
= 23,2 cm.
¢y = concentracaoc da solugdo homogénea (a tempo zero).

As curvas tedricas determinadas pelos valores da Tabela

23 aparecem tracejadas na Figura 28.



FIGURA 28.

l‘?‘/ Cm?' r / cm

B . B

Grad1ente de concentragan em funcao de r2 para solucoes

(a) de concentracao inicial igual a 1% de gamaglobulina,
(b} 1% de albumina bovina e (c) 1% de ovalbumina em ce-

Tulas com membranas obtidas a partir de soluges de ace

tato de celulose em misturas solventes com as seguintes

percentagens de acetona: (o) 0%, (4) 15,7%, (O) 31 6% e

(o) 49,4%, apds 24 h a 2000 RPM. Curvas calculadas, ad

mitindo atingimento de equilibrio.
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TABELA 23. Calculo do gradiente de congentragao teorico na
osmossedimentagao de proteinas a 2000 RPM.

_ dinc
M Vv d 2 ro*
(g.mol1-1) (cm3.g~1) r (cm)
(em=2)
gamaglobulina 165000 (52) 0,720 (61) 0,044 21,9
albumina bovina 66000 (54) 0,734 (61) 0,017 21,0

ovoalbumina 42700 (55) 0,748 (61} 0,010 20,6

* Yalor de r onde c(r) = 4.

A partir dos valores de retengac da Tabela 22 e dos gra

dientes de concentracido ilustrados na Figura 28, foi escolhida
a composigao da solugao que daria origem 3s membranas mais ade-
guadas a experimentos de osmossedimentacao com cada proteina.
Verificou-se que membranas de retengao balxa prejudicavam os ex
perimentos devido a passagem de soluto para o outro compartimen
to e eram também responsaveis por gradientes de concentragao me
nos acentuados., Membranas obtidas a partir de solugoes conten-
do maior teor de acetona, aﬁesar de apresentarem retencao alta,
em alguns casos retardavam a formagao de gradiente de concentra

cdo, devido & baixa permeabilidade a agua.

2.3.1. Osmossedimentagdao de Dextrana Azul

Antes de serem realizados experimentos de osmos-
sedimentagdo com proteinas, investigou-se o comportamentochldeg.
trana azul (M = 2 X 10?). As medidas de absorbancia foram efe-
tuadas a 620 nm, em espectrofotometro Zeiss PMQ-II. Nos experi
mentos foram utilizadas células de acrilico iguais adescrita na
Figura 27. As membranas utilizadas foram obtidas a partir de so

lucdo 11% (m/m)} de acetato de celulose em mistura solvente, con
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tendo 15% de acetona, 25% de égua e 60% de acido acético, sendo
utilizado tempo de evaporacao de solvente de 10 minutos e fio de

niquel-cromo n® 26 {espessura 0,40 mm).

Foram efetuados experimentos com dextrana azul a
2000 e 3000 rpm a diversos tempos em centrifuga refrigerada a
20°C. Utilizaram-se solucdes 1,00%, 0,50

0,25,%, 0,125% de

0¢" 0
dextrana azul em cloreto de sodio 0,1 M aquoso. 0Os resultados
sao apresentados na Tabela 24 e correspondem a uma média de 3 ex
perimentos cada um. Cada experimento de osmossedimentagao fol
acompanhado por um controle, isto €, uma célula de acrilico, cu
ja membrana foil substituida por uma folha (impermeavel) de po-

lietileno, submetida as mesmas condigoOoes que as células com mem

brana.

A Figura 29 mostra o gradiente de concentracao ob
servado ao longo da célula. Os valores calculados de dlnc/dr2
considerando sistema ideal sao 0,72 cm"Z e 1,62 cm&l’ para 2000
rpm e 3000 rpm rTespectivamente. Curvas. tedricas referentes%isg
lucdo mais concentrada éparecem tracejadas nos graficos e ilus-
tfram como as curvas experimentais estao longe do estado de equi

1ibrio para sistema ideal,

A Figura 30 mostra como a concentragao inicial da
solugio a ser sedimentada influencia no tempo de atingimento do
‘estado de equilibrio. Mesmo apds 30 horas, o equilibrio nao foi
atingido para nenhuma’ concentragao, mas observou-se que solugoes
de concentragoes mais baixas encontravam-se mais distantes do e

quilibrio apds um mesmo tempo de experimento.

0 nio atingimento do estado de equilibrio de se-

dimentacao impede a aplicagao do tratament? tedorico tradicional,
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TABELA 24. Osmossedimentagao de dextrana azul.

Condicoes de trabalho: 2000 RPM
' Concentracao inicial = 1,00%

e Y 0
6,75 5,25 3,75 2,25 0,75

4 - 0,730 2,01 5,13 8,68 16,2 0,102
controle 6,40 8,10 8,42 8,40 8,40 -

8 0,590 1,32 2,86 7,92 21,3 0,033
controle 6,42 7,56 7,68 7,92 8,10 -

14 0,308 0,546 1,48 6,28 25,2 0,034

20 0,258 0,420 1,11 4,78 24,9 0,083
controle 6,48 6,72 7,20 " 7,32 8,28 -

30 0,162 0,280 0,700 4.97 26,1 0,056
controle 6,60 7,38 7,66 7,20 - 8,34 -

Condicbes de trabalho: 2000 RPM
Concentracao inicial = 0,500%

Tempo de -,
contrfugasao et (o) e
6,75 5,25 3,75 2,25 0,75

4 1,26 2,33 3,60 5,04 7,27 0,027
controle 3,61 4,02 3,77 4,14 4,11 -

8 0,680 1,54 2,74 4,44 8,94 0,013
controle 3,78 3,9 4,02 4,14 4,26 -

14 0,354 0,726 1,53 3,93 12,8 0,011
controle 3,89 3,90 3,99 4,01 4,08 -

20 0,204 0,410 0,980 2,89 14,3 0,015
controle 3,36 3,76 3,97 4,11 4.41 -

30 0,096 0,304 0,704 2,23 14,5 0,011

controle 3,81 3,78 3,91 4.,3] 4,82 _ -
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Condigoes de trabalho: 2000 RPM
Concentragao inicial = 0,250%

ot fusac o A reluete
6,75 5,25 3,75 2,25 0,75
4 1,21 1,54 1,87 2,30 3,01, 0,006
controle 1,90 2,01 1,9 2,08 2,08 -
8 0,676 1,22 1,78 2,25 4,32 0,004
~ controle 1,94 1,98 2,02 2,02 2,05 -
14 0,404 0,720 1,22 2,13 5,86 0,005
controle 1,92 2,00 2,01 2,02 2,10 -
20 0,232 0,516 0,968 1,92 5,56 0,007
controle 1,92 1,96 1,98 1,98 2,29 -
30 0,188 0,384 0,740 1,67 5,94 0,004
controie 2,04 2,14 2,04 2,14 2,26 -

Condicoes de trabalho: 2000 RPM
Concentragao inicial = 0,125%

~ Tempo de

e e () ()
6,75 5,25 3,75 2,25 0,75

4 0,792 0,940 1,01 1,14 | 1,30 0,017
controle 0,708 0,762 0,786 0,858 0,860 -

8 0,616 0,850 1,02 1,11 1,38 0,007
controle 0,930 0,978 0,978 1,13 1,08 -

14 0,435 0,699 0,945 1,43 1,92 0,009
controie 0,912 1,03 1,00 1,01 1,07 -

20 ' 0,470 0,642 0,800 1,08 1,96 0,010
controle 0,840 1,01 1,06 1,06 1,09 -

30 0,170 0,340 0,646 1,14 2,76 -

controle 0,708 0,882 1,20 1,17 0,96 0,012
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Condicdes de trabalho: 3000 RPM
Concentracao inicial = 1,00%

Cezg??g?gigao A?tuﬁgigggg?gia(cm) %g%z$2§e
6,75 5,25 3,75 2,25 0,75

4 0,378 0,768 1,97 6,64 22,4 0,035
controle 6,60 7,50 7,68 7,80 8,16 -

8 0,206 0,354 0,822 3,83 28,8 0,075
controle 6,48 6,96 7,56 7,80 8,76 -

14 0,180 0,198 0,452 2,51 30,7 0,070
controle 6,00 7,08 7,50 7,92 8,82 -

20 0,154 0,198 0,434 3,04 26,0 0,111
controle 5,40 6,48 7,32 7,80 9,18 -

30 0,056 0,086 0,228 2,22 28,6 0,068
controle 6,24 6,24 6,90 7,80 9,60 -

CondicOes de trabalho: 3000 RPM
' Concentragao inicial = 0,500%

coir e Ao )
6,75 5,25 3,75 2,25 0,75

4 0,498 1,07 2,32 4,19 9,30 0,024
controle 3,24 3,54 3,9 3,96 4,26 -

8 0,220 0,490 1,09 3,28  12,] 0,034
controle 3,25 3,73 3,95 4,06 4,5 -

14 0,158 0,220 0,618 2,08 14,5 0,035

20 0,146 0,166 0,410 1,50 14,3 0,042
controle - 2,79 3,30 3,69 4,08 5,28 -

30 0,112 0,072 0,202 0,882 15,3 0,037

controle 3,24 3,31 3,66 3,585 5,41 -




Condicoes de trabalho: 3000 RPM
Concentragao inicial = 0,250%

- 80

Tempo de

centrifugasdo Kituras i (cn oy
6,75 5,25 3,75 2,25 0,75

4 0,669 1,24 1,84 2,07 3,89 0,007
controle 1,86 1,93 1,99 2,05 3,72 -

8 0,288 0,591 1,12 2,10 4,91 0,009
controle 1,49 1,81 1,93 2,01 2,42 -

14 0,116 0,254 0,560 1,45 6,92 0,008
controle 1,73 1,85 1,90 1,97 2,51 -

20 0,122 0,18 0,410 1,11 8,70 0,007
controle 1,33 1,60 1,77 1,97 2,94 -

30 0,070 0,076 0,200 0,658 7.44 0,017
controle 1,62 1,563 1,66 . 1,86 3,0 -

Condicoes de trabalho: 3000 RPM
Concentragao inicial = 0,125%
con e e e
6,75 5,25 3,75 2,25 0,75

4 0,606 0,870 1,02 1,10 1,35 0,006
controle 0,864 1,16 1,06 1,16 1,21 -

8 0,364 0,68 0,978 1,22 1,93 0,011
controle 0,852 0,996 1,00 1,01 1,09 -

14 0,158 0,382 0,668 1,15 2,86 0,008
controle 0,750 0,912 0,930 0,960 1,19 .

20 0,081 0,222 0,486 1,01 3,43 0,005
controle 0,738 0,930 0,942 1,13 1,25 -

30 0,070 0,136 0,274 0,650 3,93 0,018
controle 0,87 0,84 0,888 0,930 1,34 -
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FIGURA 30, Relagses de concentragao entre as fragoes de topo
e de fundo da celula em fungao do tempo de experi
mento para solugoes de concentragao inicial (o)
1%, {A) 0,5%, (O) 0,25% e (o) 0,125% de dextrana
azul, a {a) 2000 rpm e (b} 3000 rpm.
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gue permitiria a obtencido de parametros tais como pesomolecular,
coeficiente do virial, etc. Porém, o objetivo principal dos ex
perimentos com dextrana azul foi demonstrar a viabilidade de con
centracdo do material por osmossedimentagdo. Uma avaliacao do
tempo nécessﬁrio para uma concentracdec efetiva de solugoes de di

ferentes concentragodes iniciais & apresentada na Figura 31.

2.3.2. Osmossedimentagao de Gamaglobulina

Com os experimentos da Tabela 22, verificou~-se que

as membranas mais indicadas para ensaios com gamaglobulina eram

obtidas a parfir de solugoes 12% de acetato de celulose em mis-
tura solvente contendo 32% de acetona, 27% de agua e 41% de aci
do acético. Foram obtidas membranas a partir de sdlugaesexnne§
ta composigdo, com tempo de evaporagao de solvente 10 min e fio

de niquel-cromo nimero 26 (espessura 0,40 mm).

Realizaram-se ensaios de osmossedimentacao de so
jucdes de gamaglobulina 1,0% e 0,25%'em NaCl 0,1 M aquoso, a
3000 rpm, a diversos tempos, €m centrifuga refrigérada a 4°cC.
Utilizaram-se células de acrilico do tipo descrito na Figura 1
e as membranas descritas acima. Medidas de absorbancia foram e
fetuadas a 280 nm, em espectrofothetro Zeiss PMQ-II. O proce-
dimento foi anilogo ao ja descrito para a dextrana azul, sendo
cada experimento acompanhado por um controle. Os resultados sao
apresentados na Tabela 25 e correspondem a uma média entre tres

experimentos.

0s gradientes de concentragao de gamaglobulina em
células de osmossedimentacgao, centrifugadas a 3000 rpm, durante

103 horas aparecem na Figura 32. A curva teorica referente aso
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lugdo mais concentrada aparece tracejada. A Figura 33 indica,
que provavelmente o tempo de 103 horas foi suficiente para o a-
tingimento do equilibrio de sedimentagao da solugao mais concen

trada, alcancando-se um patamar. Entretanto, a curva obtidanao

TABELA 25. Osmossedimentacao de gamaglobulina a 3000 rpm, a 4°¢.

Concentragao inicial = 1,0%

Tempo de -
. - Absorbancia Solvente
Ce“t‘"zi‘;gaga" Alturas medias (cm) (madia)
6,75 5,25 3,75 2,25 0,75
4 1,74 3,11 5,54 12,2 31,9 0,068
controle 8,91 10,0 11,0 11,2 12,2 -
8 0,858 1,46 2,74 7,561 39,4 0.034
controle 8,14 9,57 10,9 11,7 13,2 =
14 0,519 0,915 1,65 4,51 37,0 0,069
contrale 8,37 10,4 11,2 11,3 12,8 -
20 0,408 0,579 0,951 2,66 32,7 0,033
controle 8,16 9,41 10,3 - 10,9 11,9 -
30 0,297 0,447 0,729 2,33 40,5 0,040
controle 6,93 8,58 9,57 9,79 11,9 -
51,5 0,296 0,330 0,550 2,00 40,1 0,059
controle 7,28 8,80 9.68 9,92 13,0 -
103 0,234 0,246 0,261 1,00 36,0 0,114
Concentracao inicial = 0,50%
Tempo de -
. = Absorbancia Solvente
centrzgggagao Alturas medias {cm) {média)
6,75 5,25 3,75 2,25 0,75
51.5 0,300 0,240 0,354 1,10 17,1 0,059
controle 3,63 4,60 5,23 5,62 6,65 -
103 (0,248 0,308 1,14 21,0 0,069

0,279
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Concentragao inicial = 0,25%

cntrtTusecio e o
6,75 b,25 3,75 2,25 0,75

4 1,64 2,11 2,59 3,36 4,93 0,025
controle 2,b6 2,80 2,83 2,89 3,42 -

8 1,10 1,73 2,20 3,32 5,29 0,021
controle 2,73 2,70 2,85 2,76 2,82 -

14 © 0,73 1,13 1,68 3,21 7,26 0,034
controle 2,49 2,78 2,88 2,93 - 3,13 -

20 0,508 0,730 1,15 2,47 7,20 0,026
controle 2,20 2,34 2,36 2,45 2,59 -

30 0,332 0,510 0,848 1,84 7,54 0,028

51,5 0,233 0,340 0,706 1,04 10,3 0,038
controle 2,24 2,61 2,81 3,12 3,75 -

103 0,126 0,159 0,216 0,540 9,79 0,114

concorda com a calculada, admitindo-se equilibrio. Este ponto

serd tratado na Discussao. A Figura 34 apresenta uma avaliacao
do tempo necessario para uma concentragac efetiva das solugoes

de gamaglobulina.



FIGURA 32,

inA

Gradiente de concentragio de solugoes de gameglobulina
de concentracao inicial (o) 1,0%, (A} 0,50% e {0) 0,25%,
em exparimentos de osmossedimentacao {103 horas a 3000

rpﬁ).

100

FIGURA 33, Relagbes de concentragao entre as fragoes de topo

e de fundo da celula em fungao do tempo de experi

mento, a 3000 rpm, para solugbes de concentragao

inicial (o) 1,0% e (A) 0,25%.
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FIGURA 34,

Concentragao de solugdes (a) 1,0% e (b) 0,25% de
gamaglobulina por osmossedimentacao a 3000  rpm,
apos (o) 4h, (2) 8h, (B) 14h, (o) 20h, (A) 30k ,
() 51,5h e {<) 103h.
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3. DISCUSSAQ

Varios mecanismos tém sido sugeridos para explicar a forma-
¢do de membranas assimétricas. Porém, todos concordam em afir-
mar que duvrante a etapa de evaporagio, o solvente &€ perdide da
superficie do filme e a concentragio do pblimero na camada su-
perficial € aumentada. Quando o filme € imerso em agua, a agua
se difunde para o interior, sua concentragao excede a de misci-

bilidade com o polimero € ocorre a gelificacgdo.

Relacoes entre a composicao da solucao que da origem a mem-

brana e a sua porosidade sao apresentadas na literatura (17,62~
~65), levando em consideracdo as restricoes impostas por diagra
mas terﬁérios polimero-~solvente-nao solvente. Un diégrama es-
.quematizado & apresentado na Figura 35. Os vértices do tridngu
lo représentam os 3 componentes, isto €&, polimero, solvente e
precipitante, enquanto que qﬁalquer ponto dentro do triangulo re
presenta uma mistura dos 3 componentes. O sistema consiste de
2 regides: uma regido de uma fase onde todos os componentes sao
misciveis e uma regido de 2 fases onde o sistema se separa em u
ma fase solida (rica em polimero) e uma fase liquida (pobre em
polimero). Dﬁrante a formagao da membrana, o sistema passa de
uma composicdo A, que representa a solugao de partida, para o
ponto C, que representa a composigao final da membrana. Na com
posicdo C, 2 fases estao em equilibrio, uma solida (rica em po-
1imero) que forma a estrutura final da membrana, representada pe
lo p0n£o S e uma fase liquida (pobre em polimexro) que constitui
os poros da membrana preenchidos pelo precipitante, representa-
da pelo ponto L. A posigdo C na linha S-L determina a porosida

de total da membrana. O ponto B & a concentracao na qual o po-
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limero comega a precipitar. Com o prosseguimento da precipita-
¢do, mais solvente € perdido até que no ponto D a viscosidade €

suficientemente alta para que o polimero precipitado seja visto

como solido.

Polimero

Regiao de
2 fases

L

Solvenie - Precipitante

FIGURA 35. Diagrama de fase esquematico do sistema polimero-
solvente-agua, mostrando o caminho de precipita-
¢do durante a formagao da membrana (64).

No laboratdrio, quando a composigao de cada solucao de prepa
racio.da membrana foi variada, foram feitos testes para déteymi
nar a quaﬁtidada adequada de égua a sey adicionada, determinan-
do-se a concentracio acima da qual ocorria coagulagao do polime
ro. Muitos aditivos sao sugeridos na literatura (65) para con-
trolar a porosidade da membrana. Alguns ensaios foram realiza-
dos adicionando, por exeuplo, clorcto de magnésio, etanol, etc.
a solucao de partida, mas nao foi verificado nenhum  progresso
nas caracteristicas das membranas que justificasse o prosscgui-

mento destes experimentos.
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Strathmann e colaboradores (17) atribuem o papel dos aditivos
no controle da porosidade a sua capacidade de controlar a velo-
cidade relativa com que arégua entra e o solvente deixa a solu-
¢ao da membrana, isto ¢, & sua influncia na determinagdo do ca
minho de precipitacdo no diagrama ternario da Figura 35. Strath-
mann verificou que membranas obtidas a partir de solugoes de a-
cetato de celulose em acetona, com 15% de agua, contém tanta a-
gua, que somente uma pequena quantidade precisa difundir antes
que a membrana coagule. Assim, também, pouca acetona difunde pa

ra fora e uma membrana porosa € obtida. As membranas foram pre

paradas por nos a partir de solucdes contendo mais que 20% de a
gua, o que € suficiente para formar membranas de porosidade al-

ta, sem a necessidade de aditivos.

0 diagrama ternario ndo explica a estrutura assimétrica das
membranas. Strathmann e colaboradores (17), também, interpre-
tam a formagdo da membrana assimétrica, tratando a precipitagao
do polimero por analogia com 3 cristalizacd@o a partir de solu-
¢oes supersaturadas. A Figura 36 apresenta uma relagao entrenu

cleagdo, crescimento dos niacleos e grau de supersaturacao.

A intersec¢do das curvas com a abscissa corresponde ao tama-
nho critico do nicleo, acima do qual o ntcleo crescera. Assim,
en supersaturagoes mais altas, o precipitado & mais finamente
disperso. No caso da formagao de membranas, a superficie da so
lugdo em contato direto com a agua apresenta um grau de supefsg
turacao extremamente alto. Isto resulta em uma estrutura fina-
mente dispersa que corresponde a superficie filtrante final da
membrana. A medida que a precipitacao prossegue no interior do
filme, sua composicao se torna progressivamente mais rica em sol

vente. O grau de supersaturacdao ¢ significativamente menor e o
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precipitado se forma a partir de nucleos maiores. Assim, o ta-

manho médio dos poros aumenta de uma face a outra da membrana.

Supersaturagﬁo

alta

Supersatura(;éo
baixa

i t -
5 = Tamanho do ndcleo

Tamanho critico do nicleo

FIGURA 36. Diagrama esquematico mostrando a relagao entre
velocidade de precipitacao, tamanho critico do
niicleo e grau de supersaturagao, durante o pro
cesso de precipitagao (17).

Kesting (15) e Maier e Scheuermann (67) apfesentam um modelo
que envolve o aparecimento de micelas e goticulas esféricas du-
rante a formagio da membrana, considerando a importancia do a-
gente intumescédor.(égua contida na solugio do polimero) na for
macdo dos poros. Durante a etapa de evaporagao, o solvente &
perdido mais rapidamente na interface ar-solugac e a concentra-
cao de polimero nessa regiao aumenta. Como o solvente e, geral
mente mais volatil que o agente intumescedor, uma grande quanti
dade do agente permanece, mesmo apds grande parte do solvente

ter sido perdida. O agente intumescedor, entao, se separadafa
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se continua, como goticulas de uma fase dispersa. As moiéculas
de polimero se agregam ao redor destas goticulas, pois o solﬁeg
te & insuficiente para manté-las na fase continua. A medida que
mais solvente & perdido, as paredes das goticulas se tornam mais
espessas (Figura 37.a), se aproximam umas das outras (Figufa 37.
b); entram em contato (Figura 37.cj e formam um poliedro (Figu-
Ta 37.d)‘ Quando a membrana € imersa em agua, ocorre difusao do
solvente para fora e de agua para dentro. As paredes do polie-
dro se rompem dando origem a cé€lulas abertas (Figura 37.e) res-
ponséveis pela estrutura microporosa da membrana. 0 modelo de.
micelas é reforcado pelo trabalho de Koenhen e colaboradores (65)
que observaram, em microscopio Optico, a formacao de goticulas
esfaricas que coalescem dando origem & estrutura porosa da mem-

brana.
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FIGURA 37. Modelo de micelas para o processo de
formacao de membranas (67).
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A Figura 11 mostra o efeito da concentragao do acetato de ce
lulose sobre a permeabilidade e a seletividade das | membranas.
Quando as membranas sao preparadas a partir de solugdes mais di
luidas, o grau de supersaturagdo na interface solugdo—dgua & me
nor. Levando em consideragao a teoria proposta por Strathmann
(17), a formagao da estrutura destas membranas se inicia a par-
tir de niicleos maiores responsaveis pela obtencao de poros tam-
bém maiores. Isto € responsavel pela alta permeabilidade mas
baixa retengao de solutos apresentada por membranas obtidas a

partir de solugdes diluidas de acetato de celulose. De maneira

inversa, solucgGes concentradas, com alto grau de supersaturagao
favorecem a formagao de uma estrutura finamente dispersa ¢ a ob

tencao de membranas mais seletivas.

A Figura 20 mostra a influéncia do tempo de evaporaééocﬂ3sol
vente sobre o fluxo de permeante e retencao de soluto. Obser~
va-se que a curva de retencao em funcgao do tempo de evaporagao
apresenta um maximo. Comportamento analogo foi observado por
Strathmann (17) e Sourirajan (68-70) na preparacao de membranas
de acetato de celulose, utilizando acetona como solvente e solu
¢do de formamida ou perclorato de magnésio como agente intumes -
cedor. Supondo que ha evaporacao somente do solvente antes da
coagulagdo, a composigao da solugao de partida passa do ponto A
no diagrama ternario (Figura 35) para o ponto A' correspondente
a maior concentragdo do polimero. Quando a solughdo € precipita
da, uma membrana consideravelmente mais densa, representada pe-
lo ponto C' no diagrama, € obtida. Raciocinando em termos de
grau de supersaturagac, como o solvente € perdido e ha concen-
tracdo da solugdo com o aumento do tempo de evaporagao, aumenta

o grau de supersaturacao e a estrutura da membrana se forma a
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partir de um maior nimero de néicleos de menor tamanho. Bxpli-
ca~se assim o aumento de retengao e a queda de permeabilidade.
Esta teoria ndo explica, porem, a queda na retengao apos um cex
to tempo e o aumento inicial de fluxo observado em um dos casos
(Figura 20, solugao A). Sourirajan (68-70) adota a teoria demi
celas e goticulas descrita acima e propGe que, durante a evapo-
racdo, ha um crescimento de nlmero e tamanho de goticulas na su
perficie do filme. Apds um certo tempo, predominam o crescimen
to das goticulas e sua coalescéncia. Como resultado, o nimero
de goticulas diminui e o tamanho médio aumenta. Assim, inicial
mente, o aumento do tempo de evaporacao do solvente favorece o
aumento da permeabilidade da membrana devido ao aumento do nume
ro de goticulas e consequente aumento do nlmero de Poros. Mas
aumentando-se aihda mais o tempo de evaporagao, a permeabilida-
de das membranas obtidas & menor, porque apesar do aumento de ta
m&ﬁhﬂ,fb&@ﬁ@&}%@@ﬂﬁ@é@wé&ﬁwg@@%@ﬁ%ﬁﬁw&wﬁﬁmﬁ%ﬂ&@%ﬁe-dim%ﬁ&@@ia@@*
nimero de poros. O crescimento das goticulas pode dar origem a
poros grandes e ser responsavel pela queda na retencic apés um

certo tempo de evaporacao.

A Figura 21 mostra a influéncia da espessura do fio de mni-
quel-cromo sobre as caracteristicas das membranas obtidas. Com
aumento da espessura, ha aumento da permeabiiidade e diminuigao
da retencdo de solutos. Pela teoria discutida por Strathmann
(17), levando em consideragdo apenas o grau de supersaturagao do
polimero durante a pregipitagﬁo, sem considerar a eﬁaporagéo do
solvente, seria esperado que a espessura da camada filtrante su
perficial e, consequentemente, as propriedades de transporte da
membrana fossem mais ou menos independentes da espessura total

do filme. Haveria variagao somente na espessura da camada su-
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porte, que por ser constituida por poros muito maiores ndo in-
terferiria nas propriedades de transporte e contribuiria apenas
para aumentar a resisténcia mecanica da membrana. Porém, os re
sultados experimentais demonstram que a espessura do filme in-
fluencia na formagéo da camada filtrante. Além disso, contro-
lando o tempo de evaporagao do solvente podem ser reproduzidas
permeabilidade e retencao similares dquelas quecaracterizammen
branas de menor espessura total. Filmes mais espessos contémma
ior quantidade de solu§§o_abaix6 da camada superficial. Conse-

quentemente, maior quantidade de solvente deve ser perdida para

efetivar a coagulacdo do polimero. Durante a etapa de evapora-
¢do, ndo sO o solvente da superficie € perdido, mas aquele que
se encontra no intarior,db filme caminha em diregido & superffw
cie. Assim, apos um mesmo tempo de evaporacac, filmes mais es-
pessos, isto e, com maior quantidade de solugao abaixa da super
ficie, aparentemente, favorecem uma camada superficial commaior
teor de solvente, que em contato com a agua precipita a partir

de nicleos maiores e forma uma estrutura mais porosa.

As Figuras 10, 17, 18 e 19 iluétram a influéncia da composi-
cao da mistura solvente sobre as propriedades de permeabilidade
e retencao das membranas. Observa-se um aumento significativo
da retencao de solutos acompanhado por uma diminuicao do fluxo
de permeante com o aumento da percentagem de acetona na mistura
solvente do polimero que da origem a membrana. A acetona sendo
mais volatil que o acido. acético favorece maior concentragao do
polimero na camada superficial, ap0s o mesmo tempo de evapora-
cdo, e consequentemente se forma uma camada filtrante mais den-
sa. Porém, a interpretacgao dos resultados envolvepafﬁmetrosd&

maior complexidade.
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Frommer e colaboradores (71-73) estudaram a preparacao de mem
brénas de acetato de celulose dissolvende o polimerc em varios
solventes e sugeriram o mecanismo descrito a segulr, consideran
do que a densidade de cada membrana € determinada pela concen-
tracgao do filme no ponto de precipitagao. A concentragao neste
ponto & determinada pela concentragao de agua requerida parapre
cipitér 0 acetato de celulose ¢ pela diregéo e magnitude do flu
xo de 1iquidos para fora e para dentro do filme. Se, durante a
imersdo em agua, o fluxo maior for para fora do filme, a solu-

cdo & concentrada antes da precipitacio e uma membrana densa €

obtida. Por outro lado, se o fluxo total for zero ou se for ma
ior para o interior do filme a membrana obtidaégmais pofosa. Ex
perimentos que reproduziram esta etapa da preparagan mmsﬁraram
que quando é acetona fol utilizada como.solvente, ¢ fluxo maior
foi do filme para o meio de coagulagao; quando acido acético foi
usado, nenhum fluxo preferencial em uma direcao foi detectado.
Strathmann e colaboradores (74,75) fazem uma discussdo analoga
baseada nos valores do parametro de solubilidade dos solventes
envolvidos. O parametro de solubilidade § da uma estimativa da
magnitude da entalpia de mistura (76). Em geral, a agua (8§ =

47,9 x 103 Jl/zva/z) (50) penetra mais rapidamente na solugao,
quanto mais proximo do seu for o parametro de solubilidade do
solvente. Quando a solugdo do polimero entra em contato com a
agua (ndo solvente), forma-se imediatamente uma pelicula super-
ficial. Quando o valoyr do parametro de solubilidade do solven-
te € baixo (ex: aceﬁona § = 20,3 x 103 Jl/z.ms/z) (50), a peli-
cula e o solvente residual constituem uma barreira efetiva con-
tra a agua, mas ndo contra o solvente. O solvente sendo misci-

vel com agua deixa rapidamente o filme favorecendo uma membrana
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de estrutura densa. Quando o valor de § € maior (ex: acido acé

1/2 mS/Z} (50) o teor de agua na pelicula

tico § = 20,7 x 10° J
aumenta, tornando-a mais permeavel a idgua e favorecendo uma mem
brana mais porosa. Mas a interagao polimero-solvente também de
ve ser considerada e pode ser expressa em fungao da disparidade
entre os parametros de solubilidade do polimero e do solvente.
Quanto menor esta diferenca, maior ¢ a compatibilidade entre o
solvente e o polimero € mais tempo ¢ requerido para rTemover o

solvente da estrutura do polimero. Quando a disparidade é maior,

o solvente deixa mais rapidamente o polimero e uma membranamais

densa & formada. Os valores do parametro de solubilidade para
acetona, acido acético e acetato de celulose (50) sao respecti-

3 3

vamente 20.% x 105, 20,7 x 10° e 27,8 x 10° 34/ 2 p3/2,

0 acido acético ¢ portanto mais compativel com o acetato de
celulose e favorece, de acordo com os fatos experimentais, a for

macao de uma membrana mais porosa e mais permeavel.

Esta tese deséreﬁe observacoes feitas em microscopio Optico
e em microscopio eletronico, que revelam uma acentuada variagéo
da estrutura da membrana com a composicdo da mistura solvente do
acetato de celulose. Membranas obtidas a partir de solugoes com
maior teor de acido acético apresentam uma estrutura mais poro-
sa com presenca de cavidades em forma de dedo, que se sobrepdem.
Solugoes com maior teor de abetona dao origem a estruturas es-
ponjosas, mais densas, onde as cavidades se tornam mais espar-
- sas, adguirem a forma de cones e desaparecem.em'membranas obti~-
das a partir de solucgoes com teor de acetona muito alto.  Este
tipo de cavidades ja foi descrito.na literatura (64,65,75,77-81)
e algumas teorias foram sugeridas. As varias teorias concordam

em afirmar que as cavidades sao formadas durante a etapa de pre
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cipitagao com a entrada irregular do naoc solvente. Strathmann
(64) sugere que imediatamente ap6s a imersao do filme em ﬁgﬁa
forma-se uma camada superficial solida do polimero. Uma pene-
tracdo rapida do ndo solvente provoca tensdo na superficie s61i
da ja formada forgando-a a romper em alguns pontos. Estes pon-

tos de fratura favorecem a propagagao das cavidades. A solugao

entre as cavidades & protegida de uma exposigao direta ao nao
solvente pela camada de polimero precipitado e precipita mais
lentamente formando uma estrutura esponjosa. 4Observa~se tambeém
a formacdo de uma pele na superficie em contato com o vidro. Es
ta pele pode ser causada pela adesao da solugdo a placa de vi-
dro, prevenindo o afastamento do polimero para os lados de ma-
neira a continuar a formagao da cavidade. Matz (81) éxplica‘ a
formacdo das cavidades com base na variagdo da tensdo superfi-
cial duraite a etapa de coagulagdo. A tensao superficial da fa
se rica em polimero aumenta através da perda de solvente, en-
quanto que a tensao superficial da fase aquosa diminui. No pon
to onde estas tensoes supefficiais sao iguais, a interfaceéSmﬁi
to sensivel a distorgio e a formagao das cavidades se inicia.
Uragami (77-80) adota o modelo de goticulas que coalescem duran
te a etapa de evaporacao e propoe que a agregagao heterogénca do
polimero na superficie seria suficiente para iniciar a formagao
das cavidades. Koenhen t65) rejeita os modelos de Strathmann e
Matz e sustenta a explicacao proposta por Grbdbe e colaboradores

(82), segundo a qual a transferéncia de massa e favorecida emlo
cais de fase pobre em polimero. O nimero destes locais € dado
por uma distribuigdo estatistica e a frente de separacao de fa-

se se move mals rapidamente al, por causa da troca mais rapida

entre solvente e nao solvente. Embora os diversos autores di-
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virjam nos fatores que favorecem o inicio da formacao das cavi-
dades, geralmente concordam em afirmar que uma ten&éncia a rapi
da penetragao do nao solvente favorece a sua propagagio. Obser
va~-se que alguns solventes apresentam forte tendencia a forma~
cao de cavidades independentemente do polimero usado (64,75). Ha
maior chance de se obter cavidades quando o nao solventeeo sol
vente mostram ﬁma alta afinidade (entalpia de mistura menos po-
sitiva) (65,75). A entalpia molar de mistufa a diluigao infini
ta do dcido acético e agua a 7°C & 1,67 kJ/mol e 223%C1,00 kJ/
mol; da acetona ¢ agua a 10°C € 10,5 kJ/mol (83). Assim, o aci
do acético mostra mais alta afinidade com a dgua e apresenta ma
ior tendéncia a formagdo de cavidades. A afirmagdo concorda com

nossos resultados experimentais.

A Tabela 6 e as Figuras 15 e 16, ilustram o efeito da compac
tagao das membranas sob pressﬁo. A estrutura porosa, quando sub
metida a uma determinada pressido, sofre compactacao. A membra-
na torna-se mals densa e, consequentemente, ocorre uma queda no
fluxo de agua com o tempo até que a compactacdo atinja um maxi-
mo. A Tabela 6 compara o efeito de compactacao em duas membra-
nas, sendo que apenas uma sofreu um tratamento térmico 'apés' a
coagulacao. A membrana que nao sofreu este tratamento apresen-
ta o efeito de compactacdo mais acentuado. A introducdo de e-
nergia térmica tende a trazer os segmentos de polimero mais prd
ximos entre si, reduzindo o tamanho dos poros na superficie da
membhrana (68,69)} E sugerido, também, que o aumento dertemperg
tura provoca um rearranjo nés pontes de hidrogenio intrae inter
moleculares nas cadeias de acetato de celulose e como consequég
cia, um empacotamento mais denso das moléculas do polimero (84).

Porém, conforme a Tabela 15 o tratamento nao foi suficientemen-

UNICAMP
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te efetivo para aumentar a seletividade das membranas e justifi
car a introdugao de mais esta ctapa em sua preparacio. A Figu-
ra 15 compara o efeito da compactagao de membranas obtidas a par
tir de solugoes contendo diferentes proporcbes de acetona. Mem
branas obtidas a partir de solugdes com maior teor de acido ace
tico sao mais suscetiveis a compactagao. Isto se deve a sua es
trutura mais porosa com cavidades que tornam a camada suporte me
nos resistente a compactagdo. A Figura 16 apresenta oefeito de
histerese observado quando se submete a membrana a  diferentes

pressoes. Quando a pressdo ¢ aumentada, o fluxo aumenta, mas hi

tambem um aumento na compactagao da membrana, fazendo com que a
relacao fluxo-pressao ndo seja linear. Quando se parte de uma
pressao maxima que & diminuida ji ndo se observa a mesma varia-

¢do devida a compactagio.,

A Tabela 21 apresenta os resultados da impregnagﬁb de membra
nas com hidroxido de ferro. Observa-se que a impregnacao & mais
eficiente em membranas obtidas a partir de solugdes do polimero
em acido acético. Esta € a membrana mais porosa e provavelmen-
te oferece melhores condigoes para a impregnagéo. Kurokawa e co
laboradores (29) impregnaram membranas de écetato ékaéelulose co
locando-as em c€lulas que perﬁitissem o contato com solugoes 0,1
N de NaOH e 0,1 N de Fe(NOS)Z’ O contato direto com a solugdo
de NaOH, porém, provocava a hidrolise parcial do acetato de ce-
lulose. Membranas com permeabilidade da ordem de O,GOSml,minbl.
.cmhz a 50 atm e retengao de 37% de solugao de NaCl foram obti-
das a partir da impregnacao de membranas que apresentavam per-
meabilidade da ordem de 0,006 ml.min Y.cm"% e retencao de 6% de

NaCl nas mesmas condigoes. Com impregnacdo realizada por nos se

gundo o procedimento j& descrito, as membranas que apresentavam
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anteriormente permeabilidade de 0,26 ml,minhl.cm zezretengéo de
10% de solucao de B-lactoglobulina (M = 35500), a 2 atm, passa-
ram a ter permeabilidade da ordem de 0,041 ml.min_l,cm~2 e re-
tengao de 62% de B-lactoglobulina nas mesmas condigées. A me-
1thora na capacidade de retengao de solutos pela membrana foi
mais acentuada no caso de proteinas globulares (B-lactoglobuli-
na e ovoalbumina) dd que para dextrana de peso molecular seme-
lhante. A menor retengao de dextrana de mesmo peso molecular

que as proteinas por membranas mesmo ndo impregnadas pode ser a

tribuida a diferencas de conformacao (85).. As moleéculas linea-

res de dextrana e as proteinas globulares tem diferentes condi-
¢oes de transporte através das membranas. Mas a melhora de re-
tengao, devido d impregnacio, mails acentuada no caso das protei
nas sugere um efeito eletrostatico., Com a impregnagac, a mem-
brana adquire maior carga superficial devido ac nrecipitado. A.
retencdo das proteinas (carregadas) deve ocorrer em parte pelo
efeito de carga da membrana. No caso da dextrana (sem carga) o
aumento delretengéo com a impregnacao ocorrg.somente devido a
obstrugdo parcial dos poros com o precipitado. Nﬁé foram reali
zados estudos que permitissem a identificagao exata do precipi?
tado. Kurokawa ¢ colaboradores (29) identificaram o precipita~-
do impregnado em suas membranas como sendo uma mistura de mate-

rial amorfo, FeOOH (goethita) e Fe,0

204 (hematita).

OSMOSSEDIMENTACAO

0 aperfeicoamento das membranas de acetato de celulose reali
zado no correr deste trabalho tornou viavel a sua aplicagao na
osmossedimentacao de proteinas de peso molecular inferior ao da

gamaglobulina. A TFigura 28 apresenta curvas de gradiente de con
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centracao para gamaglobulina (M = 165000), albumina bovina (M =
66000) e ovoalbumina (M = 42700), apds o mesmo tempo de experi-
mento, utilizando-se membranas de capacidades de retengao diver
sas. A escolha da membrana mais indicada a cada caso foi diri-
gida por dois efeitos principais: membranas de retencido baixa
produzem menores gradientes de concentracao; membranas com boa
retengao mas fluxo muito baixo s3o responsaveis por um atingi-

mento de equilibrioc lento.

Galembeck € colaboradores (44) compararam a sedimentagao tra
dicional com a osmossedimentac¢ao, considerando a velocidade de

atingimento do equilibrio como sendo governada por

dG

e = 5B AW ¢ .
dt i wA 1,0A T1,0A

onde G ¢ a energia livre do sistema, i Tepresenta cada componen

te, oA ¢ cada fronteira de separacgdo de fase e Ay. ¢ a dife-

1,0l
renga entre os potenciais quimicos do componente i nas fases o

e A; ¢i € a corrente de massa de i atraves da fronteira oA,
?

ol
Como cada produto € necessariamente negativo, G tende.a diminuir
méis rapidamente se houver maior ndmero de termos. O acoplaﬁeg
to osmOtico fornece mais uma fronteira para transporte de massa
a membrana semipermeavel. O processo & esquematizado na Figura
29. A eficiencia da introdugao de mais esta fronteira na acele
ragio do atingimento do equilibrio € essencialmente funcgio da
permeabilidade da membrana. Assim, as membranas obtidas a par-
tir de solucoes com maior teor de acetona, apesar de apresenta-

rem boas caracteristicas de retencdo, em alguns casos Sao pouco

eficientes, em termos cinéticos.

A seletividade €, também, fator importante na escolha da mem
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brana adequada. A diferenga de potencial quimico através damem
brana € fungdo da diferenga de concentragdo entre és .soluQGes
contidas nos 2 compartimentos por ela separados. Quandoc um dos
compartimentos € preenchido apenas pelo solvente, adiferenca de
potencial & mﬁxima._ Mas quando a membrana permite a passagem de
soluto, o mesmo compaftimento passa a conter uma solucao dilui-
da, ao invés de apenas solvente. A diferenga entre os poten-
ciais quimicos das solugles diminui e a contribuicao do acopla-

mento osmotico para o atingimento do equilibrio & menor.

Foram realizados experimentos com solugoes de azul de dextra

na de diversas concentrag¢oes. Verificou-se, porem, por compara
¢do com a curva tedrica, calculada, considerando sistema ideal
com soluto monodisperso, na Figura 29, que em nenhum dos casos

foi atingido o equilibrio de sedimentacgio.

A equacdo barométrica prevé que o gradiente de concentragao
no equilibrio, isto €, o valor de dlnc/dr2 deve ser independen-
te da concentracao da solugdo homogenea. Mas verificou-se que
as solucoes mais diluidas permaneciam mais distantes do equili-
brio, apos o mesmo intervalo de tempo, que as solugOes concen-
tradas. O fato pode ser verificado na Figura 30, bem como nas

inclinagoes das curvas da Figura 29.

Elmgren (86-88) discute a influéncia da concentragao na velo
cidade de sedimentagdo, em sistemas sem acoplamento osmdtico, co
mo sendo funcao essencialmente da mobilidade do solvente, 1isto
é,.da capacidade do solvente de passar pelas macromoléculas. Es
te efeito torna-se, porém, desprezivel, em termos cinéticos,quan
do ha acoplamento osmdtico. Na expressac citada para dG/dt ,
quanto maior a diferenca de potencial quimico entre os 2 lados

da membrana, mais rapidamente o equilibrio seria atingido. Es-
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ta &iferenga de potencial quimico € funcao direta da concentra-
¢ao da solugdo macromolecular, considerando-se que no outro com
partimeﬁto'temos apenas solvente. Assim, solugbes mais concen
tradas tendem a alcangar o equilibrio de sedimentacgao mais rapi

damente.

0 nao atingimento do equilibrio héo impediu a comprovacao da
eficiéncia do método na concentracdo das solucdes de dextrana a
zul. Verifica-se na Figura 31 que a eficiéncia do método & ma-
ior para solucgoes mais concentradas.devido ao efeito cinético ja

comentado. Por exemplo, recolhendo-se, apGs 8 horas de experi-

mento a 3000 RPM, a quinta parte inferior de uma solugido de.cog
centragao inmicial 1% recuperou-se 85% do material, enquanto que
para uma solugdo de concentragao inicial 0,125% nas mesmas con-
digoes recolheu-se apenas 37% do material. O sucesso da osmos-
sedimentacao em concentrar solucdes de concéntrag&o inicial ja
acima de um determinado valor € importante, considerando-se que
o uso da ultrafiltragao, com a mesma finalidade implicaria a o-
correncia de sé€rios problemas devidos ao acimulo de soluto so-

bre a membrana (polarizagdo por concentragao).

Foram realizados experimentos analogos com solucgdes de gama-
globulina. As observagdes verificadas para dextrana azul, com
relacao a efeito de concentracio se repetiram com a gamaglobuli
na. Os experimentos comprovaram, tambem, a eficiéncia da 0sSmos
sedimentacao na concentracio da proteina, conforme a Figura 34.
Por exemplo, em experimento de 8 horas a 3000 rpm, tomando-se a
quinta parte inferior da célula, recolheu-se 76% do soluto de u-
ma solugao de concentragdo inicial 1%, em concentracao igual a

4 vezes a inicial.

Os experimentos com gamaglobulina foram acompanhados durante
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um periodo de tempo mais longo (até 103 horas). Na Figura 33,
verifica-se praticamente um patamar na curva de A(fundo}/A(topo)
em funcao do tempo, o que indicaria uma proximidade do equili-
brio de sedimentacdo. A curva do gradiente tedrico de concen-
tracao calculada e apresentada na Figufa 32, porém, se aproxima
somente dos valores experimentais correspondéntes ao fundockzcé

-lula.

Até aqui, considerou-se, no tratamento tedrico da osmossedi-
mentacao, que o compartimento destinado ao solvente continha a-
penas solvente puro. Porém, as membranas nio sdo completamente
seletivas. No decorrer dos experimentos, ha passagem de soluto
para o compartimento do solvente. Tem-se, entdo, uma solucao di
luida ao invés do solvente pure. A medida que o gradiente ' de
concentragdo vai caminhando em diregao ao equilibrio, ha concen
tracao de muterial no fundo da célula e a diferenca de potencial
entre os 2 iados da membrana, no topo da célula, vai diminuindo.
Assim, com o decorrer do tempo, a solugao no topo da célula ten
deria a caminhar mais lentamente em direcao as condigoes de e-
quilibrio que a solucdo do fundo. No compartimento destinado ao
solvente, contendo agora uma solugao diluida, ocorre também um
gradiente de sedimentacaoc, mas que éaminha mais lentamente em di
regdo ao equilibrio. A equacdo barométrica prevé, para experi-
mentos a rotagoes mais altas, o posicionamento de uma solucio
muito diluida no topo da célula. Seria, entdo, alcancado um ing
tante critico, quando a concentragido da solucdo no topo da célu
la se aproximaria da concentracdo da solugdo diluida do outro
compartimento. A diferenca de potencial quimico seria minimiza
da e a contribuicao do acoplamento osmético cessaria na parte su

perior da célula. Este fato ocorrendo antes do atingimento do
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equilibrio faria com que a solugao contida na parte superior da
célula caminhasse de maneira extremamente lenta em diregao ao e~

quilibrio, impulsionada apenas pelo campo centrifugo.

Além disso, ndo se pode desprezar a possivel contribuicio de
impurezas e¢ contaminantes de peso molecular baixo, que tenderiam
a manter-se distribuidos por toda a celula, até seu topo. Isto
€ tanto mais importante devido ao fato de a concentragao nos com
partimentos superiores da célula ser muito reduzida, se compara
da a do fundo. Por exemplo, na Figura 32 observa-se uma varia-
¢ao de concentragao, entre topo e‘fundo, de 150 vezes para con-

centracao inicial 1,0%.

UNIC AMP
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4. CONCLUSAQ

A Tabela 26 apresenta valores de permeabilidade.a agua de al
gumas membranas comerciais, sob pressdo de 100 psi (6,8 atm) .
Estao relacionadas as membranas disponiveis de maior permeabili
dade, capazes de reter solutos dentro dé mesma faixa de peso mo
lecular que as nossas. As membranas de acetato de celulose de-
senvolﬁidas neste trabalho apresentaram permeabilidad651£gua de
0,4 a 1,6 ml.min—l.cmmz, sob pressao de 2 atm (29 psi), depen-
dende da percentagem de acetona na mistura solvente do acetato
de celulose, que variou de 50 a 0%. Valores de retencdo e de
fluxo de permeante para solugdes de macromoléculas de diferen-
tes pesos moleculares encontram-se na Tabela 16. Fazenda~sa u-
ma aproximagao, considerando o aumento do fluxo de agua através
da membrana linear com a pressdo, pode-se prever uma permeabili
dade variando entre 1 e 5 ml.minwl.cmm para nossas membranas
100 psi. -Estes valores se equiparam ou, na méioria das vezes,
superam os valores de permeabilidade das membranas comerciais re
lacionadas na Tabela 26. Quanto i retengdo, os valores da Tabe
la 14 sugerem um aumento de seletividade de nossas membranas com
0 aumento da pressao. Assim membranas com retencgio entre 76 a
55% de gamaglobulina, sob pressdo de 2 atm (29 psi), devem apre
sentar melhor desempenho a pressdes mais altas. As membranas co
merciais de maior permeabilidade ﬁﬁo sao de acetato de celulose.

Kutowy e Sourirajan (68) obtiveram membranas de acetato de celu

lose para ultrafiltracao, usando acetona como solvente e solu-

¢ao aquosa de perclorato de magnésio como agente intumescedor.

As membranas apresentaram, sob pressdo de 100 psi, permeabilida

de a agua entre 0,3 e 0,6 ml.minul.cm e retencao de proteinas .

na mesma faixa de peso molecular que as nossas membranas.
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TABELA 26. Caracteristicas de membranas comerciais para ultrafiltracao.

Permeabilidade

Composigao -
Membrana A a agua a 100 psi Retencgao
quim ca (mlmin=1. cm- E
Millipore VFWP  esteres de - 0,3 (16) pepsina 100%
- celulose {M = 35000}
Diaflo UM 10 complexo de 0,5 (1 ) dextrana 100%
(Amicon) . polieletro~ 0,3 (34) (M = 10000)
litos
Diaflo XM-50 olefina 1,0 (16) albumina 100%
(Amicon) ~ substituida 0,7 (34) (M = 69000)
Diaflo XM-100 olefina 3,0 (16) gamaglobulina (16) 100%
(Amicon) substituida ' (M = 160000)
0,9 (34) 7S globulina (34} 80-100%
| (M = 100000)
Diaflo PM-10 polimero 3,0 (16) pepsina (16) 100%
{Amicon) aromatico (M = 35000)
0,5 (34) citocromo-C (34) 80~100%
_ (M = T0000)
Diaflo PM 30 polimero 8,0 (16) albumina (16} 100%
{Amicon) aromatico (M = 69000)
dextrana 110 (16) 60%
‘ (M = 110000)
0,7 (34) ovoalbumina (34) 80-100%
(M = 30000)
HFA-200 celulosica 0,4 (34) dextrana {34} 80-100%
(Abcor) (M = 20000)
HFA-300 celulosica 1,7 {16) citocromo C (16) 20%
(Abcor) ' (M = 13500)
1.4 (34) albumina (34) 80-100%
(M = 70000)

Nosso trabalho permitiu,

portanto, a obtencao de membranas de

permeabilidade superior a das comerciais disponiveis para a mes

ma faixa de peso molecular,

também,

sua aquisicao.

Por exemplo,

Deve ser levado enm

consideracao,

0 alto custo das membranas comerciais ¢ a dificuldade na

o catalogo da Thomas (89) traz o

preco de membranas assimétricas para ultrafiltracio distribuidas

pela Nuclepore.

metro (254 cm2

Uma embalagem com 25 membranas de 90 mm de dia

de area), com corte de peso molecular

50060 ou
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100000, custa 220 dolares. Em laboratdério, utilizamos 8 g de a
cetato de celulose e 50 ml de acido acético glacial (ou uma mis
tura de acido acético e acetona) para obter, em média, 5 membra
nas de 30 por 15 cm (450 cm2 de area). Utilizando os precos de
reagente fornecidos pela Aldrich (90) avaliamos o gasto com rea

gente em cada membrana como sendo da ordem de 0,2 dolares.

A eficiéncia das membranas desenvolvidas em nosso laboratd-
rio em ensaios de ultrafiltracao foi suficiente para que se es-
tabelecessem dois projetos de pesquisa conjuntos (com o Nicleo
de Tecnologia — NUTEC, do Ceara, ¢ o grupo de Biotecnologia da
Escola de Engenharia Maua) visando a utilizac¢do destas membra-
nas na recuperacac de material proteico de efluentes industri-
ais por ultrafiltracao e em reator contfnuo para sacarificacao

enzimatica de celulose e amido.

A #ariagéo da mistura solvente do acetato de celulose forne-
ceu caracteristicas de permeabilidade e retencao de solutos as
membranas, que possibilitaram o seu bom desempenho em osmossedi
mentacao de gamaglobulina e algumas proteinas de peso molecular
menor. Os ensaios preliminares foram satisfatdrios e estao pre
vistos estudos mais amplos com o objetivo de concentrar e fra-
cionar proteinas por osmossedimentagdo, utilizando as membranas
desenvolvidas neste trabalho. Serdo utilizados metodos, tais co
mo a sedimentagdo em gradiente de densidade, cuja aplicagao, an

teriormente, s06 era possivel com o acesso a uma ultracentrifuga.

P
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