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Resumo

Esta tese apresenta algumas aplicagdes da Termodinamica Classica ao estudo de
sistemas de interesse em operagdes de recuperagio e purificagdo de proteinas,
especificamente aqueles relacionados a operagdes de equilibrio, como extracdo e
precipitacdo. Estruturada em capitulos independentes, ela compreende seis estudos
relacionados a esta temdtica geral. O primeiro trabalho descreve a aplicagdo de uma
abordagem diferencial ao calculo da pressio osmética em sistemas de multiplos
solventes, no formalismo de Lewis & Randall, apresentando o desenvolvimento
matematico e alguns estudos de caso. No segundo trabalho apresenta-se a descrigio do
equilibrio liquido-liquido em sistemas aquosos bifasicos formados por copolimeros-
bloco PEO-PPO-PEO e carbamato de aménio, estudando-se também a particdo de
algumas proteinas nestes sistemas. O terceiro trabalho apresenta um estudo sobre o
equilibrio sélido-liquido em sistemas contendo lisozima, sais e 4gua, no qual se aplica
uma andlise especifica aos dados experimentais que permite a determinagdo da
composi¢cdo da fase sélida. O quarto trabalho compreende um estudo sobre a
precipitacdo de insulina usando diéxido de carbono em altas pressdes como agente
precipitante acido, com a aplicagdo de um modelo termodindmico adrede desenvolvido.
O quinto trabalho apresenta o desenvolvimento de um modelo de energia de Gibbs
excedente especifico para a modelagem de solugdes de polieletrélitos, aplicado na
correlagdo do coeficiente osmotico de solugdes de polieletrélitos sintéticos com e sem a
adi¢do de sais e no calculo do equilibrio liquido-liquido em sistemas aquosos contendo
um polieletrélito e um polimero neutro. Finalmente, no tltimo trabalho é apresentada
uma nova abordagem para a descrigdo da curva de solubilidade de proteinas em fungio
do pH, que leva em conta a existéncia moléculas com diferentes estados de ionizagdo e
que permite o cdlculo do equilibrio sdlido-liquido a partir da estrutura primaria da
proteina e das constantes de equilibrio dos grupos ionizaveis.

Palavras-chave: Termodindmica Quimica. Equilibrio liquido-liquido. Equilfbrio sélido-

liquido. Modelos matematicos. Proteinas. Polimeros sintéticos. Sais.
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Abstract

This thesis presents some applications of Classical Thermodynamics to the study
of equilibrium operations - such as liquid-liquid extraction and precipitation - of
protein downstream processes. It comprises six independent chapters related to this
general theme. The first chapter describes the application of a differential approach to
the calculation of osmotic pressure in multisolvent systems within the Lewis & Randall
framework; it presents the mathematical development and some examples of
applications. In the second chapter the liquid-liquid equilibrium of aqueous two-phase
systems formed by PEO-PPO-PEO block copolymers and ammonium carbamate and the
partition of some proteins in these systems are described. The third chapter presents a
study on the solid-liquid equilibrium of systems containing lysozyme, salts and water,
with the application of a specific analysis of experimental equilibrium data which allows
the determination of the solid phase composition. The fourth chapter presents a study
on the precipitation of insulin using high-pressure carbon dioxide as an acid-
precipitating agent, with the application of a thermodynamic model modified for the
prediction of the underlying equilibria. The fifth chapter presents the development of an
excess Gibbs energy model modified for the description of polyelectrolyte solutions,
which was applied in-the correlation of osmotic coefficients of polyelectrolyte solutions
(with and without the addition of salts) as well as in the modeling of the liquid-liquid
equilibrium of aqueous systems containing a polyelectrolyte and a neutral polymer. The
last paper presents the development of novel thermodynamic relations for the solubility
curves of proteins as a function of pH, which take into account the existence of
molecules with different ionization states and allow the calculation of solid-liquid
equilibrium from the primary structure of the protein and the equilibrium constants of
ionizable groups.

Keywords: Chemical Thermodynamics. Liquid-liquid equilibrium. Solid-liquid

equilibrium. Mathematical models. Proteins. Synthetic polymers. Salts.
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1. Introducao

Esta tese de Livre Docéncia foi escrita com um tema principal: a aplicagio de
principios da Termodindmica Cldssica a sistemas de interesse em processos de
purificacdo e recuperagio de proteinas.

Conforme o concurso o qual foi escrita (Edital EP/Concursos 001/2011), uma
tese de Livre Docéncia pode ser um trabalho original ou um texto que sistematize
criticamente a obra (ou parte dela) do autor; foi esta ltima minha opgo. Este texto é
baseado em um conjunto de artigos publicados em periédicos internacionais indexados:
Thermochimica Acta, Biochemical Engineering Journal, Fluid Phase Equilibria e
Biotechnology and Bioengineering. Tais trabalhos foram desenvolvidos por mim mesmo
ou por alunos sob orientagdo e co-orientagio; de todos os artigos relacionados eu sou o
corresponding author, o autor que responde pelo trabalho em sua forma final.

Ainda que unidos por um mesmo motivo condutor, os artigos escolhidos para a
composicdo desta tese ndo formam um conjunto perfeitamente harménico, o que é
coerente com o fato de serem representativos de uma producio cientifica ndo vasta, mas
dispersa. Por esta razio, optei por manter, em cada capitulo, a estrutura do artigo que
lhe originou, com sua introdugio, suas referéncias e suas conclusées individuais; a tnica
exce¢do é o Capitulo 4, que aglutina dois artigos inter-relacionados. Escritos
originalmente em inglés, os artigos sdo apresentados vertidos para o portugués;
entretanto, os capitulos ndo correspondem tio somente a traducio literal dos textos
originais, e andlises posteriores (incluindo o relacionamento com outras pesquisas

realizadas sob minha orientagdo) foram adicionadas.

1.1. Estrutura da tese

Conquanto uma tese devesse ser auto-referenciada, uma pequena introdugio
sobre o contexto em que os trabalhos foram desenvolvidos pode ajudar a compreender a
evolugdo da pesquisa envolvida - especialmente considerando o carater heterogéneo e a
multipla autoria dos artigos que originaram cada capitulo. E necessario, até mesmo por
razdes éticas, esclarecer o papel desempenhado pelos co-autores em cada caso - algo

que ainda ndo é praxe em publicagdes de Engenharia Quimica.
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O segundo capitulo é oriundo do artigo “A differential approach to calculating
osmotic equilibrium for multisolvent systems”, publicado em 2006 no periédico
Thermochimica Acta, volume 450, paginas 22-34. O trabalho foi apresentado no 2nd
International Symposium on Calorimetry and Chemical Thermodynamics, e o volume da
Thermochimica Acta em que foi publicado congrega trabalhos apresentados naquela
conferéncia, submetidos ao processo usual de peer review. O tema principal deste
capitulo é o cdlculo da pressdo osmética, dentro da abordagem de Lewis & Randall, para
sistemas com miiltiplos solventes. Trata-se do tnico capitulo desenvolvido inteiramente
por mim mesmo; posteriormente, a abordagem foi utilizada na dissertacio de mestrado
de Anderson Junichi Yano, que estendeu a abordagem para uso com a equagio
UNIQUAC.

O terceiro capitulo é originado do artigo “Phase equilibrium and protein
partitioning in aqueous two-phase systems containing ammonium carbamate and block
copolymers PEO-PPO-PEO”, que tem como co-autores Mayra Codo de Oliveira e Manoel
Américo Nogueira de Abreu Filho. Este artigo foi publicado em 2007 no periddico
Biochemical Engineering Journal, volume 37, paginas 311-318, e apresenta (como
evidente de seu préprio nome) uma investigagdo do comportamento de fases, incluindo
a particdo de algumas protefnas, em sistemas aquosos bifasicos contendo copolimeros-
bloco PEO-PPO-PEO (F38 e F68) e carbamato de aménio. Trata-se do principal artigo
oriundo do projeto de auxilio regular a pesquisa FAPESP 2003/04731-8. Os co-autores
deste trabalho foram meus alunos de iniciag¢io cientifica: Mayra foi bolsista PIBIC-CNPq,
e Manoel realizou iniciagdo cientifica sem bolsa. Ambos tiveram participa¢io idéntica, e
a eles é devido todo o conjunto de dados experimentais. Neste caso, as técnicas
experimentais sdo cldssicas na determinagdo de dados de equilibrio liquido-liquido,
embora ndo se utilizem modelos de energia de Gibbs excedente para a interpretacio dos
dados.

O quarto capitulo retine os artigos “Phase equilibria for salt-induced lysozyme
precipitation: effect of salt type and temperature” e “Phase equilibria of lysozyme
precipitation with the volatile salt ammonium carbamate”, publicados no periédico Fluid
Phase Equilibria, respectivamente no volume 281, paginas 32-39, em 2009, e no volume
292, paginas 42-47, em 2010, e tém como co-autores Erika Ohta Watanabe, Everson
Alves Miranda (ambos da Faculdade de Engenharia Quimica, Unicamp), Gerd Maurer e

Ekatherina Popova (ambos da Technische Universitit Kaiserslautern). Nele se apresenta
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uma investigacdo sobre o equilibrio sélido-liquido em sistemas contendo lisozima, sais e
agua, em conjunto com uma analise sobre a manutencio de atividade enzimatica e seu
possivel relacionamento com o equilibrio de fases. Este trabalho foi desenvolvido pela
entdo doutoranda Erika Ohta Watanabe, de quem fui o orientador, com a co-orientagio
do Prof. Everson Alves Miranda e com participagdo do Prof. Gerd Maurer, sob cuja
supervisdo os primeiros ensaios (apresentados em outro artigo nio incluido nesta tese)
foram realizados. Trata-se de um trabalho conjunto: a Erika foi responsavel pela
obten¢do dos dados experimentais, os professores (principalmente os orientadores)
fomos responsaveis pela defini¢io de experimentos, e os quatro fomos responsaveis
pela interpretagdo dos dados e pela redacio dos artigos. A co-autoria de Ekatherina
Popova ¢ relacionada ao fato de que ela auxiliou os primeiros ensaios realizados pela
Erika na TU Kaiserslautern.

O quinto capitulo apresenta um estudo sobre o uso de diéxido de carbono paraa
precipitagdo isoelétrica de insulina, e corresponde fundamentalmente ao artigo
“Precipitation of porcine insulin with carbon dioxide”, publicado no periddico
Biotechnology and Bioengineering, volume 103, paginas 909-919, em 2009, e que tem
como autores Alexandre Keiji Tashima (da FEQ-Unicamp), Everson Alves Miranda,
Marcel Ottens, Luuk A. M. van der Wielen (ambos da Delft University of Technology,
Holanda), Dennys Corréa Cintra e José Rodrigo Pauli (ambos da Faculdade de Ciéncias
Médias, Unicamp). Este trabalho foi desenvolvido pelo entio doutorando Alexandre Keiji
Tashima, orientado pelo Prof. Everson e co-orientado por mim. Embora ligado a um
trabalho em co-orientagdo (situagio unica entre os trabalhos que comp&em esta tese),
sua presenca justifica-se pela importincia do tratamento termodinamico no trabalho,
area a qual se ligou a atividade de co-orientagio; ndo é por outra razio que sou o
corresponding author do artigo relacionado. Em sua forma final, trata-se também de um
trabalho conjunto: ao Alexandre coube a realizagdo dos experimentos e programagio
dos modelos termodindmicos (desenvolvidos em conjunto com este autor); o projeto do
equipamento em que se realizaram os experimentos foi feito a seis mios por ele e seus
orientadores. Alguns ensaios preliminares foram realizados na TU Delft (Holanda), com
o auxilio dos professores Luuk van der Wielen e Marcel Ottens. Finalmente, ensaios de
atividade de insulina, necessarios para demonstrar que a técnica nio seria danosa 2
utilizagdo posterior do horménio, foram conduzidos por Dennys Corréa Cintra e josé

Rodrigo Pauli, da Faculdade de Ciéncias Médias (Unicamp), sob orienta¢io do Prof. Dr.
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Licio Augusto Velloso.

O sexto capftulo apresenta um estudo sobre a modelagem termodinimica de
solucdes de polieletrélitos. O texto é fundamentalmente oriundo do artigo “An extension
of the Pitzer equation for the excess Gibbs energy of aqueous electrolyte systems to
aqueous polyelectrolyte solutions”, publicado no peridédico Fluid Phase Equilibria, volume
269, paginas 25-35, em 2008, com co-autoria do Prof. Gerd Maurer. Em uma primeira
andlise, poder-se-ia considerar que este trabalho nio esti diretamente relacionado 2
temdtica da tese - porquanto somente polieletrélitos sintéticos tenham sido estudados.
Entretanto, deve-se considerar que polieletrdlitos sintéticos sdo efetivamente usados em
processos de purificagdo de proteinas, por exemplo, como agentes precipitantes, sendo
suas solugbes sistemas de interesse para tais processos. Além disso, os resultados
obtidos podem ser usados na modelagem de solugées de algumas biomoléculas, uma vez
que proteinas e DNA sido, essencialmente, polieletrélitos. Efetivamente, esta abordagem
tem sido investigada para a modelagem de solugdes protéicas, embora os resultados
ainda sejam preliminares. Embora sua gestagdo fosse um pouco anterior, este artigo foi
terminado em 2007-2008, durante um periodo de p6s-doutorado que realizei na TU
Kaiserslautern com bolsa CAPES (processo BEX 2941/07-4).

O ultimo capitulo, como o primeiro, é um estudo mais fundamental sobre a
solubilidade de proteinas em fun¢io do pH. Trata-se do tinico capitulo cujos resultados
ainda ndo foram publicados, embora tenham sido enviados & publicagio
(especificamente ao periddico Fluid Phase Equilibria), e corresponde ao trabalho de
iniciagdo cientifica e mestrado (como aluno especial) de Luis Fernando Mercier Franco;
o trabalho também estd inserido no contexto do projeto FAPESP 2008/11232-1. A
abordagem apresentada baseia-se no célculo da curva de solubilidade de uma proteina,
em fun¢do do pH, a partir do célculo da fragdo de moléculas protéicas neutras. No
contexto do trabalho, retomou-se também uma abordagem desenvolvida por
Linderstrgm-Lang e Gronwall, que na primeira metade do século passado propuseram
uma descrigdo para a curva de solubilidade. A auséncia de conhecimento mais profundo
sobre estruturas protéicas impediu que estes autores chegassem a uma forma mais
detalhada da equagdo, o que foi feito neste trabalho. Foi possivel demonstrar que ambas
as solugdes levam aos mesmos resultados, e que é possivel calcular adequadamente a

curva de solubilidade em fungdo do pH. Neste caso, deve-se ao Luis Fernando nio
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somente a programagdo das rotinas correspondentes, mas também a parte mais

substancial da dedugio das expressdes correspondentes a partir das condi¢des gerais.

1.2. Observagdes gerais

Como dito anteriormente, em virtude da relativa independéncia de cada tema,
optou-se por indicar a bibliografia de cada trabalho apés cada capitulo; sua
apresentacao, entretanto, foi padronizada de modo a garantir o respeito as informagGes
preconizadas na norma técnica brasileira. A estrutura dos capitulos mantém coeréncia
com a estrutura dos artigos que os originaram; assim, por exemplo, a adogdo de uma
se¢do de nomenclatura depende de o artigo original ter ou no tal se¢do.

Em alguns casos, tabelas extensas de dados foram suprimidas do texto final para
que a leitura se tornasse mais fluente - isso é o caso, por exemplo, dos conjuntos de
dados de equilibrio de fases nos Capitulos 5 e 6. Mengdo especifica é feita quando isso
ocorre: os dados podem ser sempre obtidos do artigo que originou aquele capitulo
especifico.

Sobre as epigrafes deste trabalho, o haikai de Kobayashi Issa foi traduzido por
Paulo Franchetti e Elza Taeko Doi; a citagio de Jorge Luis Borges, retirada do conto
Abenjacan, o Bokari, morto no seu labirinto, do livro 0 Aleph, foi traduzida por Flavio José
Cardozo.

Esta tese foi escrita utilizando-se a grafia “antiga”, ou seja, anterior ao Acordo
Ortografico de 1990: a transi¢do para a nova ortografia completar-se-4 somente em

2012, vigendo ambas até entdo (conforme o Decreto 6583 de 29 de setembro de 2008).






2. Calculo da pressio osmoética em sistemas de multiplos solventes por meio de

abordagem diferencial

Resumo

Neste capitulo apresenta-se uma abordagem diferencial para o calculo da pressio
osmdtica em sistemas de multiplos solventes conforme o formalismo de Lewis &
Randall. A relagdo entre a pressdo osmoética e a composicio do sistema é estabelecida
por meio de equagdes diferenciais exatas que descrevem caminhos em que o potencial
quimico dos solventes é mantido constante, e essas equagdes sdo resolvidas
numericamente. Embora ndo seja possivel obter uma expressdo analitica para a pressio
osmotica sequer para o caso de uma solugio ideal, o sistema de equagdes diferenciais
ndo apresentou dificuldades numéricas em sua resolugo. Sio descritos exemplos do uso
da metodologia proposta considerando, para a energia de Gibbs excedente, as equagdes
de Margules de um pardmetro e de Flory-Huggins, o que permite a avaliacdo da
influéncia da néo-idealidade da fase liquida no desempenho do método - e mostra que

ela pode ser usada mesmo em casos em que haja separacio de duas fases liquidas.

2.1. Introducgao

Existe uma ampla variedade de sistemas em que ocorre o equilibrio osmético,
ndo somente em diversos campos da inddstria quimica, mas também em 4reas
aparentemente ndo relacionadas, o que torna desnecessario frisar o quio significativo é
o fendmeno em si. Entretanto, especificamente para a modelagem termodinimica, a
descrigdo do equilibrio osmético é importante pelo fato de que ela pode ocorrer como
etapa intermediaria em célculos de equilibrio de fases. Por exemplo, o uso de modelos
baseados no formalismo de McMillan & Mayer [1] para o calculo de equilibrio liquido-
liquido subentende a igualdade da pressdo osmética como condigio necessaria [2].

Além dos sistemas em que efetivamente ocorre a osmose, diversos tipos de
misturas podem ser descritos como um soluto dissolvido em um meio - seja uma
substincia pura ou uma mistura; por exemplo, um eletrélito em uma solugfio aquosa,
uma proteina em uma solugdo aquosa salina. Se houver um processo subjacente ao

calculo, o papel dos constituintes do sistema (solutos ou solventes) depende do processo
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em si. Apenas para apresentar um exemplo, no processamento osmético de alimentos, a
agua é usualmente considerada o tnico solvente, e todas as substincias soluveis, solutos
[3]- Entretanto, para o propésito de descrever o estado termodinamico de um sistema,
pode haver um certo grau de arbitrariedade (uma vez que ndo ha um equilibrio
osmotico real subjacente), e a escolha de quais compostos sejam solutos ou solventes
depende de qual modelo ser4 usado para descrever o sistema. Por exemplo, eletrélitos
sdo considerados solventes quando dissolvidos em uma solugdo de aquosa alcodlica, e as
propriedades (por exemplo, a permissividade do meio) necessérias ao cilculo do termo
de longo alcance dos modelos de energia de Gibbs excedente podem ser consideradas
como uma meédia entre aquelas de dgua e 4lcool [4,5]. Entretanto, eletrdlitos sio
considerados co-solventes no estudo do comportamento de proteinas em solugio
aquosa contendo sais [2].

Calculos de equilibrio osmético em sistemas de multiplos solventes sio comuns
no contexto de descrigdes de propriedades de solugio no formalismo de McMillan &
Mayer. Esse tipo de abordagem tem recebido aten¢fio crescente devido a seu uso na
descri¢do do comportamento de fases de solugdes protéicas [6-9]: uma vez que é muito
dificil realizar simula¢des do tipo Monte Carlo ou de Dindmica Molecular levando em
conta todas as espécies presentes, considera-se que todas as substincias (exceto a
proteina) constituem o solvente, cujas propriedades sdo calculadas como uma média
ponderada das propriedades dos compostos que o constituem. Outro campo em que
essa abordagem é fundamental é a descrigio de solugbes salinas em sistemas de
miiltiplos solventes. A partir do trabalho pioneiro de Cardoso e 0’Connel [4], muitos dos
trabalhos publicados nesta area relacionam-se a conversio entre os formalismos de
McMillan & Mayer e de Lewis & Randall [5-10]. Independentemente de qualquer aspecto
tedrico, entretanto, modelos em ambos os formalismos sdo largamente encontrados na
literatura [11].

Uma metodologia para o calculo do equilibrio osmético conforme o formalismo
de Lewis & Randall é apresentada neste trabalho. Equagdes diferenciais que relacionam
a pressdo e a composicdo sdo obtidas e resolvidas numericamente para sistemas-
modelos. Usando a abordagem apresentada, nio somente o estado de equilibrio
osmoético pode ser calculado (o que seria possivel de ser realizado resolvendo-se as
condi¢des de equilibrio), mas também a curva de pressio osmética em funcio da

concentragdo de soluto pode ser obtida. A abordagem é completamente geral e,
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portanto, pode ser utilizada para calcular o equilfbrio osmético para qualquer sistema

cuja descricdo seja feita neste formalismo.

2.2. Fundamentagio tedrica

Na modelagem termodinimica de solu¢des, é comum distinguirem-se dois
diferentes tipos de descrigdo: as abordagens de Lewis & Randall e de McMillan & Mayer.
O formalismo de Lewis & Randall corresponde a descri¢io classica de misturas:
expressGes para a energia de Gibbs excedente sio desenvolvidas nesse contexto. As
varidveis independentes que definem um estado termodinidmico, nesse caso, sao
temperatura, pressio e composi¢do, e o potencial quimico (ou a atividade) de cada
espécie pode ser obtido como fun¢io dessas variiveis independentes por meio de
diferenciagdo adequada. Por outro lado, no formalismo de McMillan & Mayer, uma
solugdo é descrita como uma colegdo de moléculas de soluto em um meio continuo: o
solvente (puro ou mistura) é considerado simplesmente como o meio no qual ocorrem
as interagdes entre moléculas de solutos. Neste formalismo, modelos sdo constituidos
por uma transformacdo de Legendre da energia de Helmholtz e tém como varidveis
independentes o volume, as fragdes de soluto e o potencial quimico do solvente: o
potencial quimico do soluto e a pressdo osmética podem ser obtidas por diferenciagio
adequada. Uma das caracteristicas mais importantes a serem salientadas é que o
formalismo de Lewis & Randall nio estabelece nenhuma distingiio a priori entre solutos
e solventes (quando expressdes assimétricas para a energia de Gibbs sio utilizadas, essa
distingdo é introduzida pelo modelo), enquanto o formalismo de McMillan & Mayer
subentende uma distingdo inequivoca entre eles. Embora o assunto desse trabalho - o
calculo da pressdo osmdtica - seja comumente relacionado ao formalismo de McMillan &
Mayer, todo o desenvolvimento serd baseado em modelos de energia de Gibbs
desenvolvidos no formalismo de Lewis & Randall.

Consideremos um sistema com composi¢do é’sl, com [ = 1,..,n (em que §

representa os solventes e & representa alguma fragdo, por exemplo, méssica,

volumétrica ou numérica) e £ (em que R representa o soluto), separado de outro

sistema contendo apenas os solventes, por meio de uma membrana semipermeavel que
permite a passagem de moléculas de solvente, mas nio de soluto. Um esquema geral
desse equilibrio é apresentado na Figura 2.1; a célula A é chamada “solugdo interna” e a

célula B, “solugdo externa” [2]. O equilibrio pode se estabelecer se houver uma diferenca
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de pressdo entre as duas solugdes; a condigdo de equilibrio, além da igualdade de
temperaturas em ambas as fases, sera:

bs, (T.0",E5 € )=ps (T, "85 .67 =0)  ,i=1,..n (2.1)

em que i, é o potencial quimico do composto i. Um método possivel de resolver esse
sistema de equagdes seria simplesmente modificar algoritmos ja existentes de calculo de
equilibrio liquido-liquido. A complexidade introduzida pela consideracdo da pressdo
como variavel ndo é, em si mesmo, muito grande, mas a convergéncia poderia ser mais
lenta em virtude da pouca sensibilidade da fase liquida a mudangas na pressio (quando

distante de condigdes criticas).

Célula A Célula B
ﬁls, ,i=1,.,n g;i yI=1=n
Ex Er =0
p/ | pn
T T

Figura 2.1. Esquema geral de uma célula de equilibrio osmético em um sistema de

multiplos solventes.

Uma solugdo alternativa pode ser obtida pela consideragio de que, no espac¢o de

variaveis (&, p), ambos os estados pertencem a um subespago em que:
“’si (T'P"};;,'E.»;):Hs, (T'p'és,'E.uR) (2.2)

Cada célula é especificada por n+2 varidveis: temperatura, pressio e n fracdes
(lembrando que o ntimero total de componentes é n+1). Portanto, para ambas as células
o nimero total de varidveis independentes é 2n+4. As condigdes de equilibrio impéem a
igualdade de temperatura e potencial quimico de cada solvente em ambas as células,
resultando em n+1 equagdes restritivas. Assim, o niimero total de graus de liberdade é
de i+3. A composicdo, temperatura e pressio da célula A sio definidas a priori,
diminuindo os graus de liberdade para 1: uma vez que a fragdo de soluto na célula B seja

determinada (£} = 0), o problema esta completamente definido (por hipétese, a pressio

p' é suficientemente alta para que a pressdo p” seja estritamente positiva). Embora a
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pressdo osmoética seja calculada quando a fragdo de soluto na célula B se anula, o
problema é matematicamente bem determinado para qualquer outro valor de Er-

Assim, usando a fragdo de soluto &, como pardmetro, a equac¢ao (2.2) define um
subespago em que:

dps,
dSp

=0 (2.3)

Como dito anteriormente, no formalismo de Lewis & Randall o potencial quimico
de qualquer espécie (solvente ou soluto) pode ser expresso como funcdo de

temperatura, pressdo e composi¢do. Assim, essa equagio pode ser reescrita como:

n (9 o
dus, =3, . dés, +( “s,J dp=0 (2.4)
=i %s, TpE] P Jrra

Para evitar o uso excessivo de indices, o subscrito [£] é usado para indicar que
somente as fragdes pertinentes sio mantidas constantes em cada derivacdo - ou seja,
todas as fragdes usadas para definir o estado exceto a fracio com respeito a qual a

derivada é calculada. Deve-se também considerar a restrigio:
D dEs +dE, =0 (25)
j=1

Escolha-se arbitrariamente um dos solventes para ser usado como referéncia, e
cuja composi¢do serd eliminada usando a equagdo (2.5); chamando-se Sk este solvente

de referéncia, o seguinte conjunto de equagdes é obtido:

n 0 0 0 .
S [z _(aus,. J dgs, —(6”5" ] dt, + Vs dp=0 (2.6)
T.pfE] s, T.plE] B, T.plEl

Jj=1,j=k aE.:sj

Na curva de equilibrio

» (g 9 dgs, 0
3 aus,. _( Hs,J ;S: +7, :P =[@”st (2.7)
<tk | Bs, rotg NP5t Jrop ) Gor Sr s, )

Este € um sistema de n equagdes diferenciais com n fungdes. A equagio (2.7)

descreve uma cadeia de células osméticas com diferencas infinitesimais na concentragio
de soluto. Assim, para uma certa composi¢io e pressio, é possivel determinar como a
composicdo e a pressdo devem variar em um caminho no qual o potencial quimico de
todas as espécies seja mantido constante. A derivada da fragdo do composto Sk pode ser

calculada pela equagio seguinte:



12 2. Abordagem diferencial para cdlculo de pressdo osmética

dEJS - dgsj

-3

dSp e dEp

A partir das condigdes da solugdo interna, é possivel calcular por integracao

-1 (2.8)

numérica a composi¢do da solugio externa e obter uma fungio I1(¢,). Este é um
problema de valor de contorno, uma vez que o valor de [1(€;) nido é conhecido.

Entretanto, se os volumes parciais puderem ser considerados independentes da pressao
~ 0 que é uma hipdtese razoavel para a maioria das solugdes liquidas - o conjunto
resultante de equagdes é um problema de valor inicial. Este tipo de metodologia, em que
se definem equagdes diferenciais que devem ser satisfeitas em um caminho formado por

estados de equilibrio, é conhecido como abordagem diferencial [12].

2.2.1. Estudo de sistemas ternarios
Consideremos inicialmente um sistema ternario composto por um tnico soluto e

dois solventes (S1 e S2). Nesse caso, obtém-se o seguinte conjunto de equacgoes:

ol ou Ops,
dp, =["6E_J deg, + ? d, +( e dp=0 (29)
i/t p&s 52 Twp&s, T sy &s,
8 (B, ) G
dus, = s CI’E.»s1 * b S g, +( ;SZ) dp=0 (2.10)
8&31 — kags,_ Jrpis, P T, ks,

Seguindo o procedimento previamente delineado, consideremos o solvente $;

como referéncia. Assim:

0 0 0
o G AR LN RPEI R (211)
a§ 51 T.p.&s, aE" 52 T.p&s, p TEsy &s,
0 ou op
6”52 (i, -de)+| 22| de, +| 2 dp=0 (2.12)
s, Tpks, S, Tpks, P rts s,
Rearranjando:
.
0 0
—a“S‘J N R P 3 dé,ﬁ( QJ dp=0  (2.13)
%s, Tps, %s, )r PEs, %s, Tpks, P Jres ks,
f"ap. op Ops s
= - == ds, —| = A +| = dp=0 (2.14)
k \ a(b: sz T'pléSl aé 51 T P:ész aEJ SI T'p'ész p T'F’Sl l‘ESz
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Dessas equagdes resultam:

p
1 |(an 9 0
dp=—:— " 5 - HSI dE.)S +:'1_ .h dE" (2.15)
7. || e P : o, )
1 { S2 /7 pieg, St JTpks, 51 St JTpks,
\
1 Ol 0 0
dp=—— ) — —M‘Ez— dE,\sz +=1— a dt . (2.16)
Vs, 6‘5_,52 T.pis ag“sl Tpks Vs, agsl T)ps,

em que V; é o volume parcial do componente i. Assim, acoplando as equacdes anteriores:

L(‘l] 1 %]
d§52 _ Vs2 aésl Tk, Vs1 agsl Tpks,

i = (2.17)
ACINREINN La G Rt
Vs, (L %s, T.pks, Os, T.pis, Vs |\ %, Tpks, %s, T.pis,
Para o composto S1, obtém-se:
AIMRALS
e, ACYRRAC . 218

=
\ %s, Topks, Os, T.pks,

A derivada da pressdo pode ser calculada indistintamente por qualquer uma das

equagoes anteriores:

dp =__i ausl B a“SIJ dE—'Sz +_i(a“5:] (2.19)
TR E3 N N B PR A o

que pode ser simplificada por:

1 [auszJ (auslj _(auszj [6%}
dp Vs.Vs, (\ s, Tpks, s, T.ps, s, T.pés, %s, T.piks,

déR _1_ ausl _ 6”51 +i {ap’sz] _[6”32]
Vsl aE-’Sl T.p&s, agsz T.pEs, VSZ aész T.pis, agsl Tpds,

A expressdo acima ndo depende (como nio deveria depender) de qual composto

(2.20)

é escolhido como referéncia.
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2.2.2. Hipoteses simplificadoras

Consideremos que uma expressio para o potencial quimico seja conhecida:

W (T.p,E) = (T,p™ £ )+ RT Ina,(T, p,E) (221)
em que a; ¢ a atividade do composto i. E procedimento usual separar a atividade em duas
contribuicdes:
a,(T,p.8)=a;"(T,&)-a/°(T,p,E) (2.22)

A contribuicdo independente da pressdo (PI) é aquela usualmente obtida a partir
de modelos de energia de Gibbs excedente, e a contribui¢do dependente da pressdo (PD)

é dada por:
PD 7

a; (T,p,E)=ex —d 2.23
" (T.p.€) pj P (2.23)

Essa contribui¢do é usualmente desconsiderada em calculos de equilibrio em
baixas pressdes (tanto liquido-liquido quanto liquido-vapor), mas deve ser considerada
em calculos de pressdo osmética. Outra hipétese simplificadora usual é a consideragio
de que o volume parcial seja independente da pressio; far-se-a aqui também a hipétese
de que seja independente da composigdo (ou seja, o volume excedente é nulo). Assim,

obtém-se para o composto S1 em um sistema terndrio, por exemplo:

5 dlna”
[;—S] - RT{%} (2.24)
Es, - Es, =
(6%} 7 | (2.25)
ap sy 85, 1

e similarmente para o composto S2. Como dito anteriormente, com essas hipéteses o
problema de valores de contorno é transformado em um problema de valor inicial,

permitindo uma integragio direta.

2.2.3. A equagdo de Gibbs-Duhem

Para uma transformagdo nio-isobdrica, a equagdo de Gibbs-Duhem pode ser

escrita:

Xpdpp +sz,dps,. =Vdp (2.26)
i=1
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em que x; é a fracdo numérica do composto i e V é o volume por quantidade de matéria

da mistura. Em um caminho definido pela equagio (2.7), ndo havera alteragio no

potencial quimico do solvente. Portanto:

Xgpdu, =Vdp (2.27)
Uma vez que pu,, Ve p sdo fungdes de x,, a equagio (2.27) pode, em principio,

ser integrada. Considerando a express3o geral para o potencial quimico, equagdo (2.21),

obtém-se:

ur(xg) Xg dp
[Xpdiy = J.VdeR (2.28)
0

nr(xg—0) R

O termo direito desta equagdo pode ser calculado a partir da equagdo (2.27),

enquanto o termo esquerdo da equagdo pode ser calculado por:

nr(xg)
J.XRduR =XgUg
Hp(xp—0)

X x
j::ﬂo - prde =x,RTIna, —RT jlnaRde (2.29)
0 0

Esta equagdo deve ser verificada nio somente para a composi¢do da solugido
interna, mas também para qualquer composi¢io intermediiria no caminho de
integracdo. Embora seja tentador simplifica-las, estas equagées devem ser calculadas
numericamente, pois o caminho de integragdo nio é conhecido a priori. Além disso, nio
se pode esquecer que a atividade, nesta equagio, inclui o termo dependente da pressao
conforme a equagdo (2.22). A equagio (2.29), portanto, pode ser utilizada para verificar

se o caminho calculado pela equagio (2.7) corresponde efetivamente a um caminho em

que o potencial quimico do solvente permanece constante.

2.2.4. Implementacgio

O conjunto de equagdes diferenciais definido pela equagio (2.7) foi resolvido
usando o método de Runge-Kutta de quarta ordem, com o auxilio da linguagem de
programagdo Maple™. Os resultados finais foram verificados tanto pelo critério de
equilibrio osmético definido pela equagdo (2.1) quanto pela aplicagdo da equagio de
Gibbs-Duhem para todo o caminho de integracdo. Todos os célculos foram realizados
com a precisdo padrdo do programa, mas por questdo de clareza somente 4 digitos

significativos sdo apresentados no texto que se segue.
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2.3. Resultados e discussio

A metodologia aqui apresentada foi usada no célculo do equilibrio osmético em
sistemas em fase liquida cuja nio-idealidade era descrita por diversos modelos de GEX
(especificamente, Margules, Flory-Huggins, Wilson, NRTL e UNIQUAC), com eficacia
similar. Como o objetivo do trabalho é o estabelecimento da metodologia, resultados
para sistemas hipotéticos (usados como modelo) sio apresentados em primeiro lugar;
resultados para um sistema real (uma proteina em solugdo polimérica, descrita pela

equagdo de Flory-Huggins) sdo apresentados posteriormente.

2.3.1. Solucio terndria ideal

As equagGes anteriores tornam-se bastante simples na descri¢do de uma fase
liquida constituida por uma solugio ideal, mas sequer neste caso é possivel obter uma
solugdo analitica para a composigdo da solugiio externa. Defina-se £ como a fracgdo

numérica, e seja V; o volume da espécie i pura. Deste modo:

dx X,V

o 5h (2.30)
dx, Xs Vs, +x5, Vs,
e, analogamente:
dx x; V

o - (2.31)
dx, Xs Vs, + x5 Vs

Para a pressdo, a seguinte equagio é obtida.

P - BT (2.32)

dx, - Xs Vs +x5 Vs

Pode-se perceber que nem mesmo nesta situagdo uma solugio analitica geral
pode ser obtida. Entretanto, a mesma impossibilidade também ocorre para a formulagido
dada pela equagdo (2.1). Resultados numéricos para célculos envolvendo solugdes
ternarias ideais sdo apresentados na préxima se¢io como casos triviais da equagdo de

Margules.

2.3.2. Solugdes terndrias nio-ideais - a equagio de Margules

Para avaliar como a nédo-idealidade da mistura liquida afetaria o desempenho da
metodologia proposta, considerou-se uma solugéo cuja nio-idealidade fosse dada pela
equagdo de Margules de um pardmetro. Embora este modelo ndo seja largamente

empregado em célculos de equilibrio de fases, ele é a expressdo mais simples de energia
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de Gibbs excedente que contempla a nio idealidade da fase liquida. Uma vez que o
objetivo do trabalho é a investigagio da metodologia em si, conclusdes gerais sdo
aplicaveis independentemente desta escolha.

A expressdo para a energia de Gibbs excedente (G*) para uma mistura de
solventes S1 e Sz e um soluto R é dada por:

GEX
E=A51Rxslx,z + A p X5 Xp + Ag g X X (2.33)
em que Aj é o parametro ajustdvel relacionado aos compostos i e j. As derivadas
pertinentes sdo apresentadas no Apéndice A.

Para caracterizar mais adequadamente a mistura de solventes, define-se a fragio

livre de soluto ( y ) pela equagio:

Xg

=1 2.34
ey (2.34)

Alguns exemplos de calculos de equilibrio osmético sio apresentados na Tabela

2.1, considerando V; = 18,0 cm3mol! e V; = 200,0 cm3moll. Estes resultados

permitem uma andlise direta da influéncia dos parimetros (e, portanto, da nio-
idealidade) na pressdo osmoética calculada e na composi¢do da célula externa. Por
exemplo, para os sistemas 1 a 4 da Tabela 2.1, os desvios positivos do comportamento

ideal entre os solventes, relacionados a valores mais altos do parimetro A na

equagdo (2.33), resultam em concentragées menores do solvente com menor volume

(S,) na célula de equilibrio, enquanto desvios negativos levam a concentra¢des maiores.

Para os sistemas 5 a 8, pode-se inferir que desvios positivos do comportamento ideal
entre um soluto e um dos solventes aumentam a concentragdo deste solvente na célula
de equilibrio, enquanto desvios negativos resultam em decréscimo nesta concentragio.
Embora tais resultados paregam ndo indicar diferengas expressivas na composi¢do da
célula externa, a situagdo muda significativamente quando desvios altamente positivos
do comportamento ideal estdo presentes: o sistema 9, em que os solventes estio
proximos da miscibilidade parcial, apresenta desvios elevados na composi¢do da célula
de equilibrio e na pressdo osmédtica calculada. Diferencas grandes do comportamento
ideal também podem ser observadas para fragdes de soluto elevadas, como nos sistemas
10 e 11; mesmo para o comportamento ideal mostrado no sistema 10, a hipétese de que

a proporg¢do entre os solventes seja constante (em ambas as células) nio refletiria os
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resultados dos calculos. No que diz respeito & metodologia em si, além do fato de que
estes equilibrios puderam ser diretamente calculados, outra caracteristica significativa
do procedimento é que o tempo computacional ndo é sensivel 4 nio-idealidade da

mistura.

Tabela 2.1. Resultados para a pressio osmética calculada para sistemas descritos pela

equacgao de Margules a 298,15 K.

Sistema Ags, Ag, Agp Xp Vs, X, IT/ bar
1 0,0 0,0 0,0 0,02 0,5 0,4916 4,563
2 0,5 0,0 0,0 0,02 0,5 0,4888 4,563
3 1,0 0,0 0,0 0,02 0,5 0,4833 4,554
4 -1,0 0,0 0,0 0,02 0,5 0,4944 4,551
5 0,0 1,0 0,0 0,02 0,5 0,4966 4,544
6 0,0 -1,0 0,0 0,02 0,5 0,4866 4,559
7 0,0 0,0 1,0 0,02 0,5 0,4868 4,470
8 0,0 0,0 -1,0 0,02 0,5 0,4964 4,635
9 1,9 0,0 0,0 0,02 0,5 0,3865 4,188
10 0,0 0,0 0,0 0,1 0,5 0,4576 23,14
11 1,0 0,0 0,0 0,1 0,5 0,4173 22,93

Para verificar se esta abordagem é aplicavel também para situagdes em que haja
separagdo de fases liquidas, foi considerado um sistema hipotético com o
comportamento de fases presente na Figura 2.2. Os pardmetros da equagdo de Margules

deste sistema sdo A, = 0,5, 45, =2,5e 4; = 0,20, e os volumes dos componentes

puros sdo os mesmos dos exemplos anteriores. Os resultados para o equilibrio osmético
calculado para as trés composigdes de equilibrio mostradas nesta figura sdo
apresentados na Tabela 2.2. Em todos os casos, a pressio osmdtica calculada e a
composicdo da célula de equilibrio sdo iguais (no limite da precisdo numérica). Uma vez
que se considerou que os volumes parciais ndo dependiam da composi¢io, este
resultado poderia ter sido antecipado diretamente a partir da equagdo (2.1). No que diz
respeito a metodologia em si, estes resultados sugerem que ela pode ser usada em

situagGes em que ocorra separa¢do de fases: uma vez que nenhuma restri¢io é feita
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sobre a estabilidade ao longo do caminho de integragio, sistemas instaveis podem nele
existir. Neste caso, a analogia com a curva gerada por uma equag¢do volumétrica de
estado segue-se diretamente: na Figura 2.3, a pressdo osmética para sistemas com
potencial quimico constante sdo apresentadas, e cada curva apresenta um dos sistemas

descrito na Tabela 2.2.

0.0 v T T T T T T T i
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

X
51
Figura 2.2. Equilibrio de fases em um sistema hipotético formado por um soluto
parcialmente soltivel em um solvente. Linha contfnua - curva binodal, linhas tracejadas

- linhas de amarracio.

Tabela 2.2. Resultados para célculos de pressio osmoética em sistemas apresentado

equilibrio liquido-liquido a 298,15 K: soluto parcialmente soltivel em um dos solventes

Sistema Fase X X, X5, I1/ bar
12 [ 0,1712 0,05452 0,04289 58,48
II 0,7885 0,04533 0,04289 58,48
13 I 0,2060 0,1072 0,08319 66,09
11 0,7132 0,09219 0,08319 66,09
14 | 0,2567 0,1575 0,1210 74,41

II 0,6216 0,1413 0,1210 74,41
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100.0

80.0

60.0 -

1/ bar

40.0 -

20.0

0-0 ' T t T L 1 v I *
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

XR
Figura 2.3. Pressdo osmética para sistemas com potencial quimico de solvente
constante. Curva tracejada - curva para o sistema 12 (conforme Tabela 2.2), linha

continua - curva para o sistema 13, e linha pontilhada - curva para o sistema 14.

Simbolos (tridngulos): pontos de equilibrio.

Entretanto, resultados diversos sio obtidos quando os solventes apresentam
miscibilidade parcial. Um exemplo pode ser dado pela equagio de Margules com

parametros A;, =0,1, Asp =0,5e Ag g = 3,0, cuja curva de equilibrio é apresentada na

Figura 2.4; resultados para o célculo de equilibrio osmético para as composi¢des de
equilibrio mostradas nesta figura sdo apresentadas na Tabela 2.3. Nem a pressio
osmotica calculada nem a composigdo da célula externa sdo as mesmas - elas tampouco

correspondem as composi¢cdes de equilibrio para um sistema livre de solvente: estas

composigdes seriam xg = 0,9293 e x{ = 0,07072. Uma analise mais cuidadosa mostra

que a composi¢do da célula externa rica no solvente S1 encontra-se na regiio de duas
fases do diagrama, e naturalmente separar-se-ia em duas fases liquidas. Este fato nio
seria um problema na descrigdo de sistemas reais, uma vez que nestas condigdes o par
S1 e Sz dificilmente seria considerado a priori como um solvente composto. Entretanto,
este exemplo mostra que é necessério ter cuidado na modelagem de sistemas em que o
papel dos compostos constituintes é arbitrario - deve-se frisar que, em principio, todas
as hipéteses subjacentes ao desenvolvimento tedrico sdo satisfeitas. Este resultado nio

significa que seja impossivel estabelecer um equilibrio osmdtico com sistemas com tais
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composi¢des, uma vez que o critério de igualdade de potenciais quimicos mostra que o
equilibrio calculado para a outra fase satisfaz as condigdes de equilibrio da equacio

(2.1).

Tabela 2.3. Resultados para a pressdo osmética calculada para sistemas com separacio

de fases liquidas a 298,15 K, solventes parcialmente misciveis.

Sistema Fase X X, Xg, IT/ bar
15 [ 0,001170 0,9279 0,9291 1,311
II 0,0008302 0,07089 0,07062 0,4297
16 I 0,002339 0,9265 0,9288 2,622
II 0,001661 0,07105 0,07052 0,8595
17 [ 0,01050 0,9166 0,9273 11,79
II 0,007490 0,07224 0,06983 3,869
0.5
0.4 -
0.3-
=
0.2 -
0.1
0.0
0.0

Figura 2.4. Diagrama de equilibrio de fases para um sistema hipotético formado por
dois solventes parcialmente misciveis. Curva continua - curva binodal, linhas tracejadas

- linhas de amarragio.
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2.3.3. Solugdes terndrias nio-ideais - a equagdo de Flory-Huggins

Um teste mais severo para esta metodologia seria uma situagdo em que houvesse
um grande desvio do comportamento ideal devido nio somente a interagdes especificas
entre os componentes, mas também a diferengas entre os volumes por quantidade de
matéria. Para verificar este fato, a equagdo de Flory-Huggins, que leva em conta estas

diferencas, pode ser considerada:

GEX ¢ ¢
—=x. In—2 4 x. In—2+x ln¢—R+
RT s s, R

Xs, Xs, Xp

(2.35)
(x5, Vs, + x5 Vs +x,V3)
+ 2 2

Vref

(Xslszd)sl‘bsz + Xslk‘bsl Op + stk‘bszd)n)

em que ¢, é a fragdo volumétrica do composto i e X; € 0 pardmetro de interagdo entre

0s compostos i e j. As derivadas pertinentes da equagdo de Flory-Huggins sio
apresentadas no Apéndice A; elas sdo escritas em termos de fragdes volumétricas, que
podem ser calculadas mais facilmente neste caso.

Os pardmetros da equagdo foram escolhidos de modo a que ela pudesse
reproduzir qualitativamente o comportamento da albumina de soro bovino (BSA) em
solugbes aquosas de polietileno glicol (PEG) de tamanho de cadeia 6000 g-mol-L,

Considerou-se S1 o polimero (Vs, =5000,0 cm3-mol1), Sz a 4gua (Vs, = 18,0 cm3-mol1) e
R a proteina (V; = 60000,0 cm3-mol-1), e os seguintes parametros foram usados: Asp =
0,44 (como sugerido por Guo et al. [13]), Xs,s, = 0,37 (obtido pelo ajuste de dados de
atividade de dgua de GroPmann et al. [14]), e % s,g = 0,00 (uma vez que este pardmetro

deve ser pequeno, mas ndo ha informagio confidvel sobre seu valor). A agua foi

escolhida como composto de referéncia.

A equacdo de Gibbs-Duhem pode ser transformada de modo a eliminar o célculo

de fragdes numéricas. A equagio (2.27) pode assim ser reescrita:

¢rdpy =Vyedp (2.36)
que leva a uma forma alternativa da equagio (2.29):

¢

( Vall(94)
¢, Ina, - JlnaRd¢R =—RRT—R (2.37)

0 equilibrio de fases que ocorre quando uma proteina em solugio é precipitada

pela adi¢do de polimeros neutros é muitas vezes modelado descrevendo-se a pressio
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osmotica das fases sobrenadante e precipitado por equagdes apropriadas a cada fase. O
equilibrio de fases é subseqiientemente calculado obtendo-se a composi¢do em que
pressdo osmoética e potencial quimico do soluto sdo iguais [15]; como condigdo
necessaria, a composic¢io da solu¢io externa deve ser a mesma [2]. O desenvolvimento
anterior pode ser util na descrigio da pressio osmética da fase sobrenadante. Neste
caso, a metodologia deve ser aplicada na ordem inversa - iniciando-se com a solucdo
externa e obtendo-se a pressdo osmoética como fungio da fragio volumétrica do soluto.
As Figuras 2.5 e 2.6 apresentam, respectivamente, a pressio osmética e a fracdo
de polimero como fungdo da fragdo protéica, usando a composi¢io da solugdo externa
como parametro. Ambas as curvas sdo construidas diretamente, o que permite, em
principio, que este tipo de equilibrio de fases seja calculado usando modelos de energia
de Gibbs excedente. Deve-se frisar que o decréscimo na concentragao polimérica
observado na Figura 2.6 ndo corresponde somente ao efeito da adi¢io de um novo

componente - 0 que resultaria em uma propor¢io constante entre ¢s, € ¢, nestas

curvas.

0.30

0.20 —

I1/ bar

0.10 —

0.12

Figura 2.5. Pressdo osmética como fungio da fragio de soluto e da composigio da célula

externa. Linha continua, ¢5 = 0,10; linha tracejada, ¢35 = 0,15; linha pontilhada,

0% =0,20.



24 2. Abordagem diferencial para cdlculo de pressdo osmdtica

0.25

0.00 T I T T T T T I T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
oR

Figura 2.6. Fragdo de solvente (S1) como fungio da fracio de soluto e composi¢do da

solugdo externa. Linha continua, 5, = 0,10; linha tracejada, o5, =0,15; linha pontilhada,

03 =0,20.

O comportamento da equagido de Gibbs-Duhem pode ser visto na Figura 2.7.
Observa-se que os termos no lado esquerdo da equagio sio muito préximos e que o
valor do termo do lado direito é consideravelmente menor que o valor absoluto
daqueles termos. Apesar disso, as diferengas entre os dois lados da equacdo (2.37),
quando calculados independentemente, sdo sempre inferiores a 10-5.

Ao se atentar somente as curvas de potencial quimico constante para o solvente
(Figuras 2.3 e 2.5), poder-se-ia considerar que esta metodologia seria passivel de uso em
lugar de algoritmos cldssicos para o calculo de equilibrio liquido-liquido, uma vez que o
estado de equilibrio corresponde a pressdo osmética para a qual o potencial quimico do
soluto é igual em ambas as fases - o que levaria a uma diminui¢io no nimero de
intera¢bes necessdarias para o cdlculo do equilibrio. Além disso, como se pode ver no
Apéndice B, o procedimento pode ser facilmente estendido para calculos envolvendo
qualquer ntimero de solutos. Entretanto, é necessdrio considerar que o nimero de
operagdes numéricas que devem ser realizadas para a solugio da equagio (2.7) aumenta
com o aumento do nimero de solventes. £ possivel estender esta metodologia para o
calculo de equilibrio liquido-liquido a partir de uma composigio global de alimentagio,

mas esta abordagem pode ndo ser factivel: a auséncia de informagéo sobre a composigio
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da solugdo externa no inicio do procedimento é equivalente ao desconhecimento da
temperatura em um calculo tipo flash. Tal dificuldade pode ser contornada pela
introdugdo de outro loop de iteragdes, mas isso poderia diminuir a eficacia geral de todo

o algoritmo.

169.50
b
o 169.00 — ~ [inacdé, >
™ 0
8
= I
&
s
& 16850 — V. I1(9,) o
£ RT
%) -
o
E
)
& 168.00 —
“ —¢pIna,
167.50 | | ; , ;
0.0988 0.0992 0.0996 0.1000

R

Figura 2.7. Termos na equagdo de Gibbs-Duhem.

Como observagdo final, um uso possivel desta metodologia inclui o
relacionamento entre os formalismos de McMillan & Mayer e Lewis & Randall. H4 uma
controvérsia substancial acerca deste assunto, nio somente em como esta conversio
pode ser feita, mas também sobre a prépria possibilidade de se modelarem sistemas de
multiplos solventes no formalismo de McMillan & Mayer se estes solventes forem muito
dissimilares. Embora néo seja o objetivo deste trabalho resolver esta controvérsia, pode-
se considerar que a abordagem apresentada facilita o uso de expressdes oriundas do
formalismo de Lewis & Randall na interpretagio de resultados obtidos por
experimentos e simulagdes comumente associados ao formalismo de McMillan & Mayer.
Embora com argumentos distintos, esta observagido concorda com a conclusdo geral do
trabalho de Breil e Mollerup [16], para os quais toda teoria de solugdes — e portanto todo
resultado experimental ou de simulagido - pode ser interpretado dentro do formalismo

de Lewis & Randall.
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2.4. Conclusoes

Neste trabalho uma abordagem diferencial para o célculo do equilibrio osmético
em sistemas de mdltiplos solventes é apresentada. Esta metodologia permite o calculo
do equilibrio osmético pela definigio de um conjunto de equagoes diferenciais, que
podem ser diretamente integradas para sistemas em fase liquida cujo volume possa ser
considerado independente da pressdo, evitando-se neste caso um procedimento
iterativo. Foram apresentados exemplos usando as equagbes de Margules e Flory-
Huggins, mas a abordagem é completamente geral e independente da equagdo usada
para descrever a nio-idealidade da fase liquida. A metodologia permite também o
cilculo da curva de pressdo osmética como funcdo da fragdo de soluto, e é

numericamente estdvel mesmo quando aplicada a situa¢des em que haja equilibrio

liquido-liquido.

2.5. Apéndice A - Expressées auxiliares

Para a equagdo de Margules, obtém-se as seguintes equagées:

Inag, =Inxg + A X3 +Ag o X5 +(Agys, + Ay — As )X X, (2.38)
dlna;’ 1
=———24g,X, _(Aslsz + 45, _ASZR)XSZ (2.39)
OX, o Xs,
dlnag
ox =245, X5, —24; 5 X + (Ags, + Ag g — Asp ) (x5 - Xs,) (2.40)
sy,

Para a equagéo de Flory-Huggins, as equagdes pertinentes sdo as seguintes:

Inagl =1+In¢g —Vsl(d‘;i+d;i+?/—“}
5 S, R

(2.41)

Vs,
+_(Xslsz¢sz +XS1R¢R _(Xslszd)sl‘bsz +XS1R¢31¢R +XS2R¢SZ¢R))

dlnal” 1 V., V.
— =142 +i((xszn ~Xsik ~ X5, 00, + Xs,Pr) (242)
) Ve V.

¢ S, R ref
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dlnag pl1_1
o5, ) Vs Vi

1

(2.43)

Vs
+— ((Xs,sz _XSIR)(l—d)SI)—XSZR(d)R _¢sz))

Vref

Expressdes andlogas podem ser obtidas para outros compostos apenas trocando

os indices, uma vez que as expressdes sdo simétricas.

2.6. Apéndice B - Extensdo para multiplos solutos
A dificuldade de usar a abordagem aqui apresentada aumenta ligeiramente na

situagdo em que haja n solventes e m solutos. Neste caso, obtém-se a equagio:

n {0 m-1( O 0
d”si :Z(ausiJ d§5;+2(%J ng;+( 25.} dp (2.44)
=i %s, T.pAE] i1\ %, TP el P e

E necessdrio definir um caminho de integragdo de antemdo. Uma vez que a

integracgdo deve ser feita de uma composigio inicial (£} ,ngj ) auma composigio final em
1

que concentragdes de soluto sejam nulas, pode-se definir o seguinte parimetro:

Er,
A=1-20 (245)

&,
de modo que A = 0,0 corresponde a composi¢io da solugdo interna, e A = 1,0
corresponde a composicdo da solugdo externa. A integragdo deve ser conduzida por um

caminho em que essa propor¢io seja constante, Assim:

b, =~z dh (2.46)
Obtendo-se:
n, [ Opg, il op O,

dps, =Z£6—S,J dgs, - Z(a&—*J £, dx+[a—s' dp (2.47)
=i %, T.plgl IRy e P g

Considerando a restrigdo:
D dEg +D dE, =0=> dgg +(D &7 )dA=0 (2.48)
Jj=1 j=1 j=1 j=1

Escolhendo Sk como o solvente de referéncia:
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a on 5] m-1f J -
> == ‘( ps{] des, | S| 25| &) ln+Tidp=0  (249)
15\ %5, s \ %S Jrorg =1\ %, I

Portanto:

< Op Ous, S, | @i ouy, 0 -~ dp
: N AT L _ i +V.——=0 2.50
T,p[E] T.plE] T,plé€]

J=1,j=k a&s, aE.»sk

Também considerando:

dg ¢ nodEs
ko i EJO (251
dv 5 d) ,Z; B )

Para o caso de um tinico soluto, essas equag¢des tém a mesma forma apresentada

anteriormente.

2.7. Nota adicional

Duas observagées, oriundas de analises e resultados posteriores, podem ser feitas
ao trabalho aqui exposto. A primeira é referente aos resultados apresentados na Tabela
2.3. No trabalho de mestrado de Anderson Junichi Yano [17], observou-se que a situagdo
apresentada (duas fases em equilibrio gerando pressdes osméticas distintas) se repetia
em alguns casos (mas nio todos) em que os solventes apresentam miscibilidade parcial.
Investiga¢des ulteriores mostraram que o problema é, na verdade, numeérico, e refere-se

a ocorréncia de uma situagio em que:

d
s, (2.52)
d&p
o que leva diretamente a:
a . (2.53)

dé,

Esta situag¢do pode ocorrer para o ponto com maior concentragio de soluto, cujo
caminho de integragdo passa necessariamente pela regiio bifasica. Como comentado
anteriormente, esta ocorréncia ndo é importante em si, pois em tal situagdo (solventes
com miscibilidade parcial) ndo se aplicaria a metodologia aqui proposta: trata-se mais
de uma adverténcia de que ndo ha liberdade absoluta para a definigdo arbitraria do que
seja solvente ou soluto em sistemas nos quais o papel de cada composto nio seja

fisicamente definido.



2. Abordagem diferencial para cdlculo de pressio osmética 29

Uma segunda observagdo diz respeito aos resultados para a pressio osmética
gerada por uma proteina em solugiio polimérica, apresentados na Figura 2.5. Obter a
evidéncia experimental de tal comportamento é muito dificil - até mesmo por que o
tempo para que o equilibrio seja atingido pode tornar o experimento impraticavel. A
doutoranda Kelly Cristina Nascimento Alves obteve, como parte de sua pesquisa, dados
de pressdo osmética de BSA em solugdes de PEG 2000 em pH 5,0 em um osmémetro
coloidal [18]. Considerando que a densidade destas solugGes seja proxima de 1,0 g-cm3,
poder-se-ia construir a partir dos dados consistentes (ou seja, dos conjuntos de dados
cujo limite, para a concentragdo nula de proteina, fornece adequadamente a massa

molar da proteina) a Figura 2.8.

30

IT / kPa

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

¢BSA

Figura 2.8. Pressdo osmética para sistemas contendo BSA em solugdes de PEG 2000 em
pH =5,0a298,15K. ¢ - 0,5%, o - 1,0%, A- 2,0% (em fragio méssica de PEG). Equagio de
Flory-Huggins: linha continua, ¢35 = 0,02; linha tracejada, 65, =0,01; linha pontilhada,

¢§1 = 0,005. Curvas auxiliares: (_._._._._) - pressdo osmdtica para uma solugio ideal;

(__) — pressdo osmética para equagio de Flory-Huggins com parametro nulo.

Para as curvas preditas pela equagdo de Flory-Huggins, utilizaram-se os mesmos
parametros anteriores, exceto a massa do polimero (2000 g'mol-1) e seu volume (1670
cm3-mol1). Observa-se que a metodologia permite predizer corretamente as tendéncias

e obter resultados qualitativamente adequados. Ndo se poderia esperar uma
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concorddncia quantitativa, vez que pardmetros nio foram ajustados A curva, nem
tampouco se poderia esperar que a equagdo de Flory-Huggins, com parametros obtidos
de fontes diversas, fosse completamente adequada 2 descrigdo do sistema. Na verdade,
chega a ser surpreendente que os resultados sejam tio préximos, especialmente ao se
observar que esta concorddncia ndo é devida ao fato de as solu¢des serem
razoavelmente diluidas: por comparagio, apresentam-se também as curvas da pressao
osmoética da BSA em 4gua considerando a idealidade em sentido “classico” (atividade
igual a fragdo numérica) e considerando simplesmente o parimetro de interacdo da
equac¢do de Flory-Huggins nulo. No primeiro caso, os valores sio muito inferiores aos

experimentais, e no segundo caso, muito superiores.
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3. Equilibrio de fases e particio de proteinas em sistemas aquosos bifasicos

contendo carbamato de aménio e copolimeros bloco PEO-PPO-PEQ

Resumo

Neste capitulo descrevem-se o equilibrio liquido-liquido de sistemas aquosos
bifasicos formados por copolimeros-bloco F38 ou F68 e carbamato de aménio e a
particdo de algumas proteinas (albumina de soro bovino, lisozima, a-lactalbumina, -
lactoglobulina e y-globulina) nestes sistemas. Diagramas de fase foram determinados a 4
°C (F38) e a 25 °C (F38 e F68): a regido bifasica no sistema contendo F68 é muito
restrita, o que ndo ocorre com o F38. Coeficientes de parti¢ao, definidos como a razio
entre a concentragdo protéica na fase rica em polimero e aquela na fase rica em sal,
variaram na faixa de 0,1 a 0,8 para a albumina de soro bovino, 0,5 a 2,0 para lisozima,
1,0 a 2,5 para a-lactalbumina, 0,1 a 1,0 para B-lactoglobulina e 0,3 a 1,0 para y-globulina,
dependendo do tamanho da cadeia polimérica, temperatura e comprimento da linha de
amarragdo. As tendéncias distintas do coeficiente de particio mostram que o grau de
separacdo entre duas proteinas pode ser alto em algumas circunstancias, o que sugere
que o sistema contendo F38 e carbamato de aménio seja uma alternativa a ser

considerada no planejamento de processos de separagdo de proteinas.

3.1. Introdugio

O uso de sistemas aquosos bifasicos (abreviados ATPS, da expressdo inglesa
equivalente) para a separagio de misturas de moléculas biolégicas pode ser considerado
uma técnica bem estabelecida. O ntimero de aplicagdes destes sistemas tem crescido
continuamente desde o trabalho pioneiro de Albertsson na década de 60, que mostrou o
potencial de usa-los para a separagdo de misturas complexas de biomoléculas [1].
Aplicagdes recentes destes sistemas incluem nio somente processos de purificagio
visando a escala de produgio (como a purificagdo de proteinas recombinantes de grdos
de milho [2], imunoglobulina G do plasma sanguineo [3] e o isolamento da a-toxina de
Clostridium perfrigens a partir do meio fermentativo para a produgdo de vacinas [4]),
mas também aplica¢Ges de escala estritamente laboratorial (por exemplo, em analises

protedmica [5] e gendmica [6]).
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A separagio de fases que resulta em um ATPS ocorre quando dois polimeros, ou
um polimero e um sal, sio adicionados a agua em certas faixas de composi¢io (embora
se deva lembrar de que nem todos os polimeros e sais levam a esta separagdo de fases).
Os pares usuais de substincias que induzem esta separagdo de fases incluem o
polietileno glicol (PEG) e dextrana (o sistema mais largamente estudado), polivinil alcool
e dextrana, PEG e sulfato de amodnio, e PEG e sulfato de s6dio. Além de pesquisa sobre
novos usos de ATPS, subsiste pesquisa intensa sobre a descrigdo de novos sistemas, ou
seja, sobre o uso de novos constituintes [7-8]. E compreensivel este interesse: aumentar
0 namero de sistemas descritos significa expandir a possibilidade de separar uma
molécula alvo de seu ambiente, e pode ocorrer que alguns sistemas sejam adequados
para algumas separagdes definidas, mas nio para outras: quando um polimero e um sal
induzem a formagdo de um ATPS, tanto o diagrama de fases quanto o comportamento de
proteinas dependem de qual sal e qual polimero estio presentes.

Uma classe de polimeros sintéticos, cuja utilizacdo em novos ATPS tem sido
objeto de pesquisas por suas propriedades, é a classe dos copolimeros-bloco PEQ-PPO-
PEO, ou seja, copolimeros formados por trés cadeias homogéneas: um bloco de poliéxido
de etileno (abreviado PEO), um bloco de poliéxido de propileno (abreviado PPO) e um
bloco simétrico de PEO. Estes copolimeros sdo usualmente identificados por seu nome
comercial, que é composto de uma letra indicativa de seu estado fisico em condi¢Ges
ambientes (L para liquidos, P para pastas e F para flocos), um ou dois algarismos
representando o tamanho da cadeia de PPO em uma escala padronizada, ¢ um ultimo
algarismo representando a fra¢io mdssica de EO no polimero. Por exemplo, os
copolimeros P104 e P108 sdo pastas e tém cadeias de PPO de tamanho semelhante
(aproximadamente 56 unidades monoméricas), mas cadeias PEO de tamanhos
diferentes (40% e 80% em massa de toda a molécula, respectivamente).

O uso de copolimeros-bloco PEQ-PPO-PEO para a constitui¢do de ATPS é
interessante, pois pode resultar em coeficientes de particdo mais extremos,
aumentando, deste modo, a eficiéncia e a seletividade desta operagdo unitaria. A
pesquisa sobre o uso destes polimeros em ATPS iniciou-se com Skuse et al. [9], que
estudaram a particdo de proteinas em sistemas formados por hidroxipropilcelulose e
P105, e Kitahara et al. [10], que estudaram a particio de proteinas em ATPS formados

por F68 e sulfato de aménio.
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Diagramas de fases de ATPS formados por copolimeros-bloco L64, F68 e P105 e
dextrana foram apresentados por Svensson et al. [11]. Estes autores observaram uma
mudanga acentuada na inclinacio da linha de amarragdo quando a temperatura era
alterada, o que indica alteragbes no comportamento agregativo do copolimero-bloco (ou
seja, na ocorréncia ou nio de micelas ou meso-fases). A particdo de aminoacidos e
peptideos em sistemas formados por dextrana T500 e o copolimero P105 foi estudada
por Svensson et al [12]; estes autores observaram que o coeficiente de particao de
aminoacidos é préximo a 1,0, mas o coeficiente de parti¢do de oligopeptideos aumenta
consideravelmente quando o niimero de residuos de triptofano na molécula aumenta. O
coeficiente de parti¢io de proteinas em sistemas formados por F68 ou P105 e dextrana
T500 foi estudado por Svensson et al. [13]: os autores obtiveram valores mais extremos
de coeficiente de particio quando comparado a sistemas semelhantes contendo
polietileno glicol. A particio de insulina em ATPS formados por L62, L64 e F68 e fosfato
de potassio foi estudada por Haraguchi et al. [14]; como exemplo da flexibilidade destes
sistemas, os autores observaram que a mudan¢a na cadeia de PEO faz com que o
coeficiente de partigdo mudasse de 5,0 para mais de 50,0 - uma mudanga acentuada,
pois este ltimo valor corresponde 2 particdo totalmente em uma fase. Diagramas de
fases de sistemas contendo L35 ou F68 e fosfato de potassio [15] ou sulfatos [16] e de
sistemas contendo F38, F68, F108, P103 ou P105 e dextrana [17] também mostram
comportamentos de fase diferentes daqueles de ATPS formados por PEG.

Os sais mais comumente utilizados na formagio de ATPS sio o sulfato de sodio, o
sulfato de amdnio, o fosfato de sodio, o fosfato de potassio e o citrato de sodio; além
deles, o carbamato de aménio é uma alternativa recentemente apresentada. O uso deste
sal na formagédo de ATPS foi descrito pela primeira vez por van Berlo et al. [18, 19], que
determinaram diagramas de fases de sistemas contendo carbamato de aménio e PEG de
cadeia 2000 g-mol, 4000 g-mol-! e 10000 g-mol-l. Estes autores estudaram também a
particdo de alguns aminoécidos nestes sistemas, e observaram que o coeficiente de
particdo segue uma tendéncia que pode ser relacionada a sua hidrofobicidade. Dallora et
al. [20] estudaram a partigdo de albumina de soro bovino, lisozima e tripsina em ATPS
formados por PEG e carbamato de aménio, observando que os coeficientes de particdo
sdo mais extremos que o usual em ATPS contendo outros sais.

O equilibrio quimico que ocorre em uma solugiio aquosa de carbamato de aménio

inclui a ionizagdo da aménia e do diéxido de carbono (resultando nos ions aménio e
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bicarbonato), a formagio dos fons carbonato (a partir do bicarbonato) e carbamato (a

partir da amédnia e do bicarbonato), conforme as reacoes seguintes:

NH,(£)+H,0 == NH} +OH" (3.1)
CO,(4)+H,0 == HCO; +H" (3.2)
HCO; == CO* +H* (3.3)
NH, (£)+HCO; == NH,C00™ +H,0 (3.4)

Assim, espécies idnicas e moleculares coexistem em equilibrio numa solugdo de
carbamato de aménio; como as espécies moleculares sio volateis, o sal pode ser
removido da solugdo por decréscimo de pressio ou acréscimo de temperatura, o que
reduz a solubilidade das espécies moleculares. A atratividade do uso-de carbamato de
amoénio em processos de recuperacgio de bioprodutos é comumente associada a esta
caracteristica de “sal volatil”, embora restricdes ambientais e de materiais (relacionadas
a corrosdo) possam constituir obsticulos instransponiveis para que esta caracteristica
seja efetivamente vantajosa. A literatura apresenta um tinico processo usando eletrélitos
volateis - incluindo seu reciclo - que pode ser considerado factivel: a precipitacdo de
caseina usando di6xido de carbono como acido volatil [21]. Entretanto, como mostrado
por Dallora et al. [20], o uso de carbamato de aménio para a indugdo da separacio de
fases pode ser atrativo independentemente de seu carater volatil.

Neste trabalho, o equilibrio de fases e a partigdo de algumas proteinas (albumina
de soro bovino, lisozima, a-lactalbumina, B-lactoglobulina e y-globulina) em sistemas
aquosos bifdsicos formados por carbamato de aménio e os copolimeros-bloco F38 e F68
sdo apresentados. Os experimentos mostraram que é muito dificil trabalhar com
sistemas contendo F68; entretanto, os sistemas formados por F38 resultam em um bom
grau de separagdo entre protefnas, constituindo um sistema promissor a ser

considerado em processos de recuperagio de proteinas.

3.2. Materiais e métodos
3.2.1. Materiais

Copolimeros bloco F38 (copolimero de estrutura média EOs4P016EO49) e F68
(EO76P029EQ76) foram doados pela BASF S. A. (Sio Bernardo do Campo, Brasil).
Carbamato de aménio (NH4NH2COO) foi adquirido da Fluka (Buchs, Sui¢a). Lisozima de

clara de ovo, albumina de soro bovino (BSA), a-lactalbumina, B-lactoglobulina e y-
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globulina (uma mistura de imunoglobulinas) foram obtidas da Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA). Todos os compostos foram utilizados sem purificagdo posterior. Agua milli-Q foi

utilizada em todos os experimentos.

3.2.2. Métodos

Equilibrio de fases. Sistemas aquosos bifasicos eram produzidos pela mistura de
agua e solugbes previamente preparadas de carbamato de aménio (37% em massal) e
copolimero (30% para o F68 e 40% para o F38), com subseqiiente agitacio. Os sistemas
eram deixados em repouso por 48h em banho termostatico Lactea-Julabo, cuja
temperatura era controlada em 0,1 °C. Composigdes de equilibrio eram determinadas
pela andlise da quantidade de polimero (por secagem) e de sal (por meio de retro-
titulagdo apés tratamento com excesso de 4cido sulfdrico) de aliquotas retiradas de
ambas as fases. O pH das fases em equilibrio é préximo de 9,5 e nio foi controlado [20].
O procedimento experimental fora verificado anteriormente pela reproducio de
sistemas da literatura [20].

Coeficientes de parti¢do. O procedimento é semelhante ao da determinac¢io de
composicdes de equilibrio. Na producio dos ATPS, proteina era adicionada a uma
concentragao de aproximadamente 1,0 mg-cm3. Aliquotas eram retiradas de ambas as
fases, e sua concentragdo protéica era determinada usando o método de Bradford, apés
diluicdo apropriada, com medidas de absorbancia realizada em um espectrofotbmetro
Beckman DU530.

Todos os experimentos e medidas foram realizados ao menos em triplicata.

3.3. Resultados e discussio
3.3.1. Diagramas de fases

O equilibrio de fases foi determinado para sistemas contendo ambos 0s
copolimeros a 25 °C; estes resultados sio apresentados nas Figuras 3.1 e 3.2. Também
foi possivel obter o diagrama de fases para sistemas contendo F38 a 4 °C (Figura 3.3),
mas foi impossivel trabalhar com o F68 nesta temperatura: neste caso, embora tenha
sido observada uma separagio de fases, as composi¢des ndo puderam ser analisadas
pois a fase rica em polimero tinha aspecto de gel e ndo podia ser corretamente

manipulada.

! Todas as porcentagens e fragdes apresentadas neste capitulo sdo massicas.
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Figura 3.1. Diagrama de fases do sistema contendo F68 e carbamato de aménio a 25 °C.
m - composi¢des globais; A - composigdes de fases em equilibrio; linhas continuas -

linhas de amarragio; linha tracejada - curva binodal.
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Figura 3.2. Diagrama de fases do sistema contendo F38 e carbamato de aménio a 25 °C.
m - composigdes globais; A - composi¢des de fases em equilibrio; linhas continuas -

linhas de amarragio; linha tracejada - curva binodal.
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Figura 3.3. Diagrama de fases do sistema contendo F38 e carbamato de aménio a 4 °C.
m - composigoes globais; A - composi¢des de fases em equilibrio; linhas continuas -

linhas de amarragdo; linha tracejada - curva binodal.

Estes resultados mostram que as concentragdes globais de polimero e sal
necessdarias para a obtencdo de separagio de fases sdo similares aquelas de sistemas
contendo PEG e carbamato de am6nio [18-20]. A fragfio massica de sal na fase rica em
polimero € significativa, o que é relativamente comum em ATPS formados por polimeros
e sais. A fragdo salina nesta fase aumenta quando a fragio global deste componente
aumenta, 0 que é um comportamento incomum, mas de pouca importincia no que se
refere a partigdo de biomoléculas.

As figuras anteriores também mostram que a regido bifasica do diagrama de fases
para o sistema contendo F68 é muito pequena: concentragdes globais maiores levam 3
formagdo de uma fase rica em polimero altamente viscosa, com aspecto de gel, e
concentracdes globais menores nio resultam em separagio de fases. Além disso, ocorre
uma mudanc¢a nas densidades relativas das fases em equilibrio em alguns destes
sistemas. Em ATPS formados por sal e polimero, a fase rica em polimero constitui
normalmente a fase superior; neste caso, entretanto, observou-se que em sistemas
préximos ao ponto critico a fase topo é a fase rica em sal. Isso significa que o sistema
contendo F68 tem importincia pratica menor: ele sera considerado doravante somente

para a analise de tendéncias gerais de comportamento.
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Uma comparagdo entre as Figuras 3.2 e 3.3 mostra que a temperatura nio tem
influéncia significativa no comportamento de fases do sistema F38 e carbamato de
amdnio. Outros sistemas contendo o copolfmero bloco F68 (que tem a mesma fragio de
PEO) também apresentam comportamento similar, como se pode ver em Haraguchi et al.
[14] e Silva et al. [15]. Uma razdo provavel para este comportamento reside no fato de
que o F38 ndo apresenta micelizagdo nestas condi¢des: como o equilibrio de micelizagio
€ muito dependente da temperatura, ele seria responsavel por mudangas significativas
no diagrama de fases com respeito a esta variavel de estado. Além disso, o carbamato de
aménio ndo tem natureza cosmotrépica, o que torna o diagrama de fases menos

dependente do efeito salting-out e, portanto, da temperatura.

3.3.2. Coeficientes de parti¢do de proteinas
O coeficiente de partigio das proteinas estudadas é apresentado nas Figuras 3.4 a
3.8. Devido a mudanga observada na densidade das fases, definiu-se o coeficiente de

particdo de uma proteina b como:
polimero
Cp
K, =———
Cp

(3.5)

polimero

em que c} € a concentragdo da proteina na fase rica em polimero, analogamente

sal

para c,”. Nestas figuras, o coeficiente de parti¢io é apresentado em fungdo do

comprimento da linha de amarragio (abreviado TLL da expressio inglesa equivalente),

que é calculado por meio de:

TLL:\/(meo __qundo )2 + (Wtopo _qundo 2 ( 3.6 )

polimero polimero sal sal

em que w ¢ a fracdo massica de cada composto (polimero ou sal) em uma fase (topo ou
fundo). O coeficiente de partigio é apresentado como fun¢do do TLL, pelo fato de que
este parimetro apresenta um comportamento monotdnico no diagrama de fases,
permitindo a identificagdo inequivoca da linha de amarragiio correspondente a qual o
coeficiente se relaciona e, simultaneamente, permitindo uma inferéncia do quio
dissimilares sdo as fases em equilibrio — quanto maior o valor do TLL, maior seri a
diferenga entre as composi¢cdes das fases e, conseqiientemente, entre muitas das

propriedades dependentes destas composigdes.
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Figura 3.4. Parti¢do de albumina de soro bovino em sistemas aquosos bifasicos
contendo carbamato de aménio e copolimeros bloco PEO-PPO-PEQ. Quadrados ~
sistemas contendo F68 a 25 °C; circunferéncias - sistemas contendo F38 a 25 °G;

tridngulos - sistemas contendo F38 a 4 °C.

40 1T

2.0

KLisozm'la
[T [l
..’..
—_—
———

1.0

N
r—.‘—‘_._‘
——
——
.
——

0-0 ITlllllllFllllllllllilTl—

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
TLL

Figura 3.5, Particéo de lisozima de clara de ovo em sistemas aquosos bifisicos contendo
carbamato de amdnio e copolimeros bloco PEO-PPO-PEQ. Quadrados - sistemas
contendo F68 a 25 °C; circunferéncias - sistemas contendo F38 a 25 °C; tridngulos -

sistemas contendo F38 a 4 °C.
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Figura 3.6. Particdo de a-lactalbumina em sistemas aquosos bif4sicos contendo
carbamato de amonio e copolimeros bloco PEO-PPO-PEO. Quadrados — sistemas
contendo F68 a 25 °C; circunferéncias - sistemas contendo F38 a 25 °C; triangulos -

sistemas contendo F38 a 4 °C.
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Figura 3.7. Parti¢do da B-lactoglobulina em sistemas aquosos bifisicos contendo
carbamato de amdnio e copolimeros bloco PEO-PPO-PEO. Quadrados - sistemas
contendo F68 a 25 °C; circunferéncias - sistemas contendo F38 a 25 °C; tridngulos -

sistemas contendo F38 a 4 °C.
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Figura 3.8. Parti¢do de y-globulina em sistemas aquosos bifasicos contendo carbamato
de amdnio e copolimeros bloco PEQ-PPO-PEO. Quadrados - sistemas contendo F68 a
25 °C; circunferéncias - sistemas contendo F38 a 25 °C; tridngulos - sistemas contendo

F38a4°C.

Embora ndo seja factivel isolar completamente a influéncia de cada fator que
pode afetar o comportamento de uma proteina em um ATPS, é possivel relacionar as
tendéncias observadas com as caracteristicas tanto dos sistemas quanto das proteinas, o
que permite a identificacdo dos fatores que mais influenciam esta parti¢do. Deve-se
frisar que uma analise estatistica (em senso estrito) ndo pode ser conduzida neste tipo
de experimento, pois nfio é possivel relacionar um valor numérico unico a alguns dos
aspectos considerados (como o volume excluido), e algumas propriedades s6 podem ser
manipuladas indiretamente.

A Figura 3.4 apresenta o coeficiente de parti¢io da BSA. Para todos os sistemas, o
valor do coeficiente de parti¢iio desta proteina é inferior a 1,0, o que pode ser devido a
seu tamanho (a BSA é uma proteina relativamente grande) e a seu carater hidrofilico. Ha
uma tendéncia de crescimento do valor de K, com o aumento do TLL, o que é um
comportamento atipico: valores mais elevados de TLL sdo relacionados a sistemas nos
quais a diferenga entre as composicdes das fases em equilibrio é maior, o que

comumente resulta em coeficientes de partigio mais extremos - que podem ser maiores
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(quando K» é maior que 1,0) ou menores (K» menor que 1,0) que em sistemas com
valores menores de TLL.

Os resultados para sistemas contendo lisozima sio apresentados na Figura 3.5.
Em quase todos os sistemas, o coeficiente de parti¢do desta proteina é maior que 1,0, e
este valor depende muito pouco do valor de TLL para sistemas contendo F38 - as
diferencas sdo pouco significativas para sistemas a mesma temperatura. Este
comportamento relaciona-se ao fato de esta enzima ser uma proteina relativamente
pequena, aproximadamente neutra no pH dos sistemas (ela tem uma carga positiva
baixa), e hidrofébica. Embora o desvio experimental ndo pare¢a excessivo em uma
primeira analise, deve-se frisar que os resultados para os sistemas formados por F68
podem ser questionaveis, pois a concentragio global de proteina teve de ser diminuida
para que se evitasse precipita¢io na interface.

Os dados para a a-lactalbumina sio apresentados na Figura 3.6. O
comportamento desta proteina é relativamente préximo da lisozima: ambas as proteinas
tém tamanhos similares, mas pontos isoelétricos diferentes (a-lactalbumina tem um pl
inferior a 7,0) e diferentes hidrofobicidades. Para o sistema contendo F38 a 25 °C, ha um
aumento no coeficiente de parti¢io com o aumento do TLL, tendéncia semelhante aquela
da BSA.

Como pode ser visto na Figura 3.7, a f-lactoglobulina segrega-se na fase rica em
polimero, comportamento que provavelmente se relaciona a seu carater hidrofilico. Nio
se espera que efeitos de volume excluido sejam fundamentais: a B-lactoglobulina é uma
proteina pequena com tendéncia 4 dimerizacio, mas a ocorréncia de dimerizagdo nas
condi¢des destes sistemas é incerta.

Finalmente, os resultados para sistemas contendo y-globulina sdo apresentados
na Figura 3.8. Para sistemas contendo F38, os valores do coeficiente de partigcdo sdo
pequenos, o que indicaria um efeito predominante de exclusio de volume.
Contrariamente a BSA e a B-lactoglobulina, o ponto isoelétrico da y-globulina é proximo
a 7,0, o que significa que o efeito de carga deve ser menor neste caso. Entretanto, para
sistemas contendo F68 o coeficiente de parti¢do é maior que 1,0, o que é o oposto da
tendéncia esperada.

Das analises prévias sobre o comportamento individual das proteinas, é patente
que um dos principais fatores a afetar a partigiio é o efeito de volume excluido. De modo

geral, entende-se por efeito de volume excluido o fato de que quanto maior for o
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tamanho de uma biomolécula, tanto maior sera sua parti¢do na fase rica em sal, por
razoes ligadas a satura¢io geométrica. Ao se comparar o comportamento da BSA e da a-
lactalbumina (que sdo proteinas hidrofilicas com pontos isoelétricos similares, mas
tamanhos diferentes), nota-se que o tamanho da proteina é um fator importante a afetar
a particio nestes ATPS. Entretanto, a forma das curvas para BSA e para a §-
lactoglobulina e o comportamento da Y-globulina inequivocamente indicam que outros
fatores também tém papel relevante.

Outro pardmetro importante a ser analisado é a hidrofobicidade superficial; de
fato, este é algumas vezes o fator preponderante na partigio de proteinas [22]. Nestes
sistemas, a fase rica em polimero é mais hidrofébica que a fase rica em sal, devido a
presenca de grupos hidrofébicos (como o éxido de propileno) e ao fato de que a fracio
de 4gua livre disponivel para interagir e solvatar é menor nesta fase. Ao contrdrio do que
€ usual em ATPS, o sal utilizado (carbamato de aménio) ndo tem um comportamento
fortemente cosmotrépico (o que pode ser visto, por exemplo, no fato de que
concentragcbes mais altas deste sal s3o necessarias para induzir a precipitagio de
proteinas [23]), o que significa que a hidrofobicidade da fase rica em sal & maior neste
sistema do que em ATPS semelhantes.

Entre as proteinas investigadas neste trabalho, a BSA a a-lactalbumina e a $-
lactoglobulina tem carater mais hidrofilico, enquanto a y-globulina e a lisozima sio mais
hidrofébicas. A comparagdo entre a-lactalbumina e B-lactoglobulina mostra que as
mesmas tendéncias usualmente observadas em ATPS sio seguidas: a a-lactalbumina se
concentra na fase rica em polimero, enquanto a B-lactoglobulina se particiona
preferencialmente na fase rica em sal [24]. Neste caso, entretanto, as tendéncias
observadas podem-se relacionar a maior presenca de residuos expostos de triptofano na
a-lactalbumina, o que favorece a partigio na fase rica em polimero [12], e explica a razio
de o comportamento da a-lactalbumina ser tio préximo ao comportamento da lisozima,
que é mais hidrofébica. Entretanto, quando a lisozima e as duas proteinas do soro de
leite sdo analisadas simultaneamente, a influéncia da hidrofobicidade no fenémeno de
parti¢do é evidente. Assim, com respeito a este aspecto tomado isoladamente, pode-se
esperar que proteinas hidrofébicas se concentrem na fase rica em polimero, enquanto as
hidrofilicas se particionem na fase rica em sal.

Para algumas proteinas (BSA e B-lactoglobulina) um comportamento monotdnico

é observado: o coeficiente de particdo é inferior a 1,0, mas aumenta com o aumento do
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comprimento da linha de amarragdo. Esta tendéncia pouco comum pode ser analisada

por meio da equagéo de Albertsson [1]:

InK, =Ink? —%Acb (37)

0 - . . z » . z =
em que K, é o coeficiente de partigio que a protefna teria se tivesse carga liquida nula, z

é a carga da proteina, F é a constante de Faraday, R é a constante dos gases, T é a
temperatura absoluta e A é a diferenga de potencial elétrico entre as fases. Espera-se
que o valor absoluto de A¢ seja maior para valores mais altos de TLL. Como BSA e B-
lactoglobulina tém carga negativa elevada no pH do sistema, a diferenga de potencial
elétrico influencia fortemente seu coeficiente de particdo, o que resulta no
comportamento observado.

O comportamento da y-globulina é sutil e merece uma observagdo i parte: seu
coeficiente de parti¢do é maior que 1.0 para sistemas contendo F68 e menor que 1,0
para sistemas contendo F38. Uma vez que pH e temperatura sdo os mesmos, este
comportamento ndo pode ser relacionado a fatores intrinsecos a molécula protéica.
Além disso, embora possa haver alguma micelizagdo em solugGes de F68, é improvavel
que este comportamento possa ser relacionado 3 ocorréncia de encapsulagio, por
exemplo, devido ao tamanho da molécula protéica. Nesse caso, embora uma resposta
definitiva ndo possa ser dada, a ocorréncia de alguma interagdo especifica entre
dominios hidrofébicos na superficie da proteina e o bloco PPO do copolimero pode ser a
razdo para o comportamento observado: como a molécula do F38 & menor, esta
interagdo pode ser insuficiente para sobrepujar os efeitos de tamanho.

Além das propriedades das proteinas, o coeficiente de parti¢do é fun¢io também
do polimero constituinte. Como ambos os polimeros tém a mesma razio de grupos 6xido
de etileno e 6xido de propileno, as diferengas de comportamento devem ser
relacionadés, em principio, ao tamanho da cadeia - que pode afetar o comportamento de
duas maneiras, tanto alterando as composigdes das fases em equilibrio quanto por meio
do efeito de exclusdo de volume. A mudanga na composigio é evidente pelos diferentes
diagramas a 25 °C: a regido bifasica para sistemas contendo F68 é menor que para
sistemas contendo F38. No que diz respeito especificamente aos efeitos de exclusio de
volume, o coeficiente de particdo em sistemas contendo F68 é ligeiramente superior
aquele em sistemas contendo F38 para as proteinas cujo coeficiente de parti¢cdo é maior

que 1,0 (lisozima e a-lactalbumina). Este comportamento é o oposto do que se esperaria
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pela consideragio somente de efeitos de exclusio de volume. Como dito anteriormente,
a formacdo de micelas que poderiam encapsular as moléculas protéicas nio é uma
hipétese plausivel: estes polimeros nio formam micelas em temperatura ambiente,
mesmo nas concentragdes mais altas da fase rica em polimero, como se pode inferir pela
extrapola¢do das curvas apresentadas em Alexandridis et al. [25]. Além disso, o
coeficiente de parti¢dio ndo decresce com o aumento de TLL, o que significa que outros
efeitos sobrepujam a exclusio de volume. Ao se combinar esta andlise com a do
comportamento da BSA e da B-lactoglobulina, observa-se que, embora a exclusio de
volume tenha um papel importante na definicdo do comportamento de uma proteina
nestes sistemas, ela constitui um efeito entre outros,

A temperatura também pode alterar o comportamento de parti¢do tanto pela
alteragdo do equilibrio liquido-liquido subjacente quanto pela alteragio de interagdes
entre espécies presentes. Entretanto, neste caso a temperatura tem um papel menor no
comportamento da partigdo: as diferencas entre coeficientes de particdoa 4 °C e a 25 °C
estdo, de modo geral, dentro das incertezas experimentais. Exceto por razdes especificas
relacionadas a manuten¢io da atividade, para estes sistemas nido hi vantagem em
trabalhar em temperaturas mais baixas: pelo contrario, em temperaturas mais baixas as
viscosidades sio maiores, e a dificuldade de manuseio dos sistemas aumenta, como
ocorre na maioria dos ATPS.

Finalmente, pode-se acrescentar que, a despeito de qualquer anilise tedrica sobre
os coeficientes de parti¢sio, é muito dificil manipular sistemas contendo F68. A regido
bifasica € muito pequena, e mudancas minimas na composi¢do de um sistema podem
levar ou a formagdo de uma fase polimérica com consisténcia de gel ou a auséncia de
separacdo de fases. O fato de os valores de TLL serem pequenos resulta em baixos
valores de tensdo interfacial, o que torna a coalescéncia lenta. Por estas razoes, sistemas
contendo F68 e carbamato de aménio podem ter uso muito restrito, se tanto, em
protocolos de escala laboratorial.

O grau de separagio que pode ser conseguido para uma mistura de duas
proteinas pode ser inferido da razdo entre os coeficientes de particdo das proteinas
puras (que pode ser definida como um fator de separacdo entre elas): se este valor é
muito maior ou muito menor que 1,0, as protefnas particionar-se-ao preferencialmente
em fases diferentes. Ao se comparar o sistema contendo F38 e carbamato de amoénio a

outros ATPS para os quais dados de particio podem ser encontrados na literatura,
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conclui-se que o grau de separacio que pode ser alcangado nestes sistemas é
comparavel ou, algumas vezes, maior que para outros sistemas2. Nos dados
apresentados em Andrews et al. [22] para a parti¢cio de diversas proteinas, observa-se
que um grau de separagdo comparavel entre BSA e lisozima pode ser conseguido
somente em sistemas formados por citrato de sédio, enquanto a resolugdo entre BSA e
a-lactalbumina é sempre menor (ambas particionam-se preferencialmente na mesma
fase). A separagio entre a-lactalbumina e B-lactoglobulina tem sido extensivamente
estudada na literatura; o grau de separagio conseguido neste caso é comparavel, por
exemplo, aquele obtido em sistemas formados por PEG e sulfato de am6nio [24]. Dados
para imunoglobulina G e albumina sérica humana (cujo comportamento de partigcio é
semelhante ao da BSA) em ATPS formados por PEG e fosfato de potassio, na situagiio em
que cloreto de sédio ndo é adicionado, mostram um comportamento similar aquele do
sistema F38 e carbamato de amdnio [3]. Entretanto, o sistema PEG e carbamato de
amdnio leva a uma maior separagéo entre lisozima e BSA [20]. Esta andlise mostra que o
comportamento da particdo nestes sistemas é comparavel ao que se espera para um
ATPS, embora somente duas proteinas (BSA e y-globulina) possam ser efetivamente
concentradas em um Unico estagio.

Outro ponto interessante dos dados apresentados nas Figuras 3.4 a 3.8 é o fato de
que graus de separagdo maiores podem ser obtidos para valores menores de TLL em
alguns casos - por exemplo, para os pares BSA e lisozima, a-lactalbumina e B-
lactoglobulina, e mesmo para BSA e y-globulina (neste caso, com uma baixa
seletividade). Isso é pouco comum: como mencionado anteriormente, coeficientes de
parti¢do costumam ser mais extremos para valores maiores de TLL, e a separag¢ao que se
obtém nestas circunstancias é, como regra, maior. Pode ser preferivel trabalhar em
valores mais baixos de TLL, uma vez que a baixa concentracio dos compostos
formadores de fase minimiza os requisitos de pés-tratamento, embora a tensio
interfacial seja também menor. Este comportamento do coeficiente de particao é
significativo, uma vez que a temperatura nio é uma condigio cuja manipula¢io possa
aumentar o grau de separagdo. Embora esta andlise seja apenas indicativa do que pode
ocorrer em sistemas reais, ela ilustra o potencial apresentado por estes sistemas para

processos de purificagio e recuperagio de misturas protéicas.

2 Alguns pares aqui considerados sdo estudados como modelos de comportamento, nio ocorrendo

necessariamente juntos em misturas naturais - como a BSA e a lisozima, por exemplo.
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Uma conclusdo geral deste trabalho é que o sistema contendo F38 e carbamato de
amonio pode ser uma alternativa a ser considerada no planejamento de processos de
purificagdo e recuperagio de bioprodutos: os dados aqui apresentados demonstram que
elevados graus de separacio podem ser conseguidos usando estes sistemas.
Obviamente, o uso deste sistema para a separag¢do de uma biomolécula-alvo a partir de
um caldo de fermentagio ou de qualquer outro meio demandar4 anilises especificas a
respeito ndo somente da parti¢do, mas também das operagdes p(;steriores e da

manutencao de atividade biolégica, investigagdo que est4 além do escopo deste trabalho.

3.4. Conclusdes

Neste trabalho foram apresentados o comportamento de fases de sistemas
aquosos bifasicos contendo copolimeros-bloco e carbamato de aménio e a parti¢do de
algumas proteinas (BSA, lisozima, a-lactalbumina, B-lactoglobulina e y-globulina) nestes
sistemas. Sistemas foram produzidos usando os copolimeros F68 e F38; enquanto os
sistemas contendo F68 apresentaram uma regifo bifisica restrita, os sistemas contendo
F38 apresentaram uma regido bifdsica mais ampla, e puderam ser manuseados também
em temperaturas mais baixas. A parti¢do de proteinas é dependente de caracteristicas
das proteinas e dos sistemas: em termos gerais, BSA e B-lactoglobulina particionam-se
preferencialmente na fase rica em sal, enquanto a lisozima e a a-lactalbumina
concentram-se na fase rica em polimero - a y-globulina particiona-se preferencialmente
na fase rica em sal em sistemas contendo F38 e na fase rica em polimero em sistemas
contendo F68. As diversas tendéncias do coeficiente de particdo, que permitem um
elevado grau de separagdo em valores menores de TLL, mostram que o sistema
contendo F38 e carbamato de amdnio tem potencial a ser explorado em processos de

purificagdo e recuperagio de bioprodutos.

3.5. Nota adicional

A influéncia do sal carbamato de aménio é mais complexa do que outros sais:
estudos posteriores mostraram que a relagio entre cosmotropicidade e manuteng¢io de
atividade enzimatica (sais cosmotrépicos sdo bons agentes precipitantes - e bons
formadores de sistemas aquosos bifisicos, - e enzimas precipitadas pela adigio destes
sais usualmente mantém a atividade) ndo é valida no caso do carbamato de aménio [26].

No caso especifico de sistemas aquosos bifésicos, a adi¢iio de pequenas quantidades de
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carbamato de aménio a sistemas formados por outros sais tem um efeito consideravel
sobre o coeficiente de partigio de proteinas: um estudo a este respeito, visando a
entender melhor os mecanismos envolvidos, foi desenvolvido pela bolsista de inicia¢io
cientifica Carolina Camargo [27].

Como exemplo, na Figura 3.9 apresenta-se o comportamento da o-lactalbumina
em um sistema especifico formado por PEG e sulfato de sédio (cuja composigdo global
era 20% em massa de polimero e 10% em massa de sal) com a adigio de carbamato de
amdnio. A adigdo altera o coeficiente de parti¢do significativamente - mais do que se
esperaria pela mudanga no diagrama de fases (que se refletiria em pequenas alterag¢des
na TLL: note-se que a quantidade total de carbamato adicionada é muito pequena). A
alteragéo do pH nio é explicagio para o comportamento, pois nos sistemas isentos de
carbamato o pH também foi mantido em 9,8: a explicagdo mais plausivel é a a¢sio do
carbamato de amoénio na estrutura da agua, por exemplo, alterando a camada de

hidratagdo nas moléculas de PEG.
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Figura 3.9. Partigdo da a-lactalbumina em sistemas aquosos bifasicos formados por PEG
e sulfato de sédio, em fungio da fragiio méssica global de carbamato de amonio, a 25 °C.
Quadrados - sistemas contendo PEG 4000; circunferéncias - sistemas contendo PEG

10000.
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4. Equilibrio de fases na precipitagdo de lisozima por meio da adicdo de sais

Resumo

Neste capitulo apresenta-se um estudo sobre o equilibrio solido-liquido que se
estabelece na precipitagio de lisozima por meio da adi¢do de sais. Experimentos de
precipitagdo foram conduzidos a 5,0 °C, 15,0 °C e 25,0 °C e em pH 7,0 com sulfato de
amdénio, sulfato de sddio e cloreto de sédio, e em pH alcalino (aproximadamente 9,4)
com carbamato de aménio. Nestes experimentos, uma separagdo completa das fases
coexistentes (sélida e liquida) nio pdde ser alcangada; entretanto, foi possivel
determinar a composigdo da fase precipitado (chamada de precipitado verdadeiro) por
meio de uma técnica de extrapolagfo das linhas de amarracgo. A atividade enzimatica da
lisozima também foi determinada, e o balanco de atividade sugere que a manutencio de

atividade enzimatica pode estar ligada ao tipo de precipitado formado.

4.1. Introdugio

A adigdo de alguns sais a solugbes protéicas aquosas muitas vezes resulta em uma
diminui¢do na solubilidade da protefna, ocasionando uma separacgao de fases, com a
formagdo de uma fase liquida pobre em proteina e uma fase sélida rica em proteina -
fendmeno conhecido pela expressdo inglesa salting-out. Este fendmeno é base de
processos de precipitagdo e cristalizagdo induzidos pela adicio de sais, largamente
empregados como métodos razoavelmente seletivos e de baixo custo para a
concentragdo e purificagdo de proteinas a partir de solugdes aquosas [1]. O projeto e a
operagdo eficiente desta operagdo unitiria, bem como de outras operacdes relacionadas
(por exemplo, a parti¢do em sistemas aquosos bifasicos), requerem o conhecimento do
comportamento de fases destes sistemas [2] - a0 menos, no caso especifico do equilibrio
solido-liquido, da curva de solubilidade das protefnas envolvidas em fungdo da
concentragdo salina. Processos de precipita¢io sdo desenvolvidos em escala laboratorial,
e o aumento de escala e a otimizagdo deveriam (idealmente) ser baseados em
informagdes confidveis do diagrama de fases [3], embora na pratica sejam muitas vezes
conduzidos empiricamente. Dados de equilibrio de fases também sio necessarios ao

desenvolvimento de modelos termodinidmicos para a correlagdo, extrapolagio e
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predi¢do de condigdes nas quais uma proteina possa ser precipitada ou cristalizada, e
estes modelos podem ser utilizados para reduzir a faixa de condicdes que devem ser
investigadas em detalhe [4]. Além disso, dados de equilibrio de fases para qualquer
sistema particular podem contribuir para o desenvolvimento de modelos
termodindmicos adequados para a descrigio do equilibrio de fases de sistemas
semelhantes.

A literatura sobre a precipitagdo de proteinas por meio de salting-out pode ser
dividida em duas classes principais. Em uma delas, énfase é posta na solubilidade da
proteina (ou seja, na concentragido da proteina na fase sobrenadante) e sua dependéncia
de varidveis como tipo e concentragio de agentes precipitantes, pH e temperatura [5-9].
Efetivamente, a curva de solubilidade é a informagio minima necessaria ao
entendimento desta operagdo unitiria. A outra abordagem enfoca as caracteristicas do
precipitado, por exemplo, o tamanho das particulas precipitadas e a densidade dos
agregados [10-12]. Entretanto, a composicio das duas fases coexistentes, que geraria o
que mais propriamente se pode chamar de diagrama de fases, raramente é investigada.
Os trabalhos de Dervichian [13], Dervichian e Mossé [14] e Moretti et al. [15]
encontram-se entre os raros exemplos deste tipo de pesquisa. As principais razdes para
a escassez de trabalhos nesta area ligam-se aos problemas que podem surgir na
execugdo destes experimentos: por exemplo, cinéticas lentas de reacdo e precipitacio
podem impedir que o sistema atinja o equilibrio em um tempo factivel, e tanto a cinética
quanto o equilibrio podem depender de um ntimero elevado de variaveis, por exemplo,
PpH, for¢a i6nica, tipo de sal e temperatura [16].

No trabalho aqui apresentado, diagramas de equilibrio de fases de sistemas
aquosos contendo lisozima e quatro diferentes sais foram determinados
experimentalmente em temperaturas entre 50 °C e 25,0 °C. Além disso, a possivel
relagdo entre este equilibrio e a atividade enzimatica também foi investigada.

A lisozima de clara de ovo foi selecionada para o estudo por diversas razées. Ela
esta disponivel em alta pureza e a custo acessivel e pode ser facilmente precipitada e
cristalizada. Os ensaios de precipitagsio foram conduzidos com sulfato de aménio, sulfato

de sddio, cloreto de sédio e carbamato de aménio. Estes sais foram escolhidos de modo a

iy » ~ » N . s A s -2 .
permitir uma discussdo sobre a influéncia dos cations (NH} e Na*) e 4nions (S0,%, cl

e NH,CO; ) no diagrama de fases. Além disso, o sulfato de aménio é o agente precipitante

mais empregado para precipitagio de proteinas, o sulfato de sédio é também um agente
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precipitante conhecido [17], o cloreto de sédio é usualmente empregado para a
precipitagdo em processos farmacéuticos, e o carbamato de aménio, um sal volatil, tem
sido recentemente investigado neste tipo de processo [18].

O primeiro trabalho sobre a cristalizagdo de lisozima pela adi¢io de sais foi
publicado por Alderton e Fevold [19], que usaram cloreto de sédio como agente
precipitante. Embora o sulfato de aménio seja largamente empregado para a
precipitagdo e cristalizagdo de proteinas, ha comparativamente poucos trabalhos sobre a
precipitacdo de lisozima com este sal; Riés-Kautt et al. [20] foram os primeiros a
descrever a precipitagio de lisozima pela adigdo de sulfato de aménio. Forsythe et al.
[21] cristalizaram lisozima usando sulfato de aménio em solugdes de pH variando de 4,0
a 7,8 e observaram que a morfologia do cristal formado depende da concentracio inicial
da proteina e da temperatura. Em concentragbes de proteina inferiores a 100 mg-cm3
foram obtidos cristais tetragonais, e em concentragdes mais altas (préximas a 150
mg-cm3), cristais ortorrdmbicos. A solubilidade dos cristais de lisozima usualmente
decresce com o aumento da concentragdo de sal, e o fendmeno oposto (salting-in) nio foi
relatado até o momento na literatura aberta [22]. A solubilidade de cristais tetragonais
de lisozima ndo é influenciada pelo pH, enquanto a solubilidade de cristais
ortorrémbicos decresce com o aumento do pH [23-25]. A solubilidade de lisozima em
dgua aumenta com o aumento da temperatura, mas a influéncia da temperatura
decresce com o aumento da forga i6nica [26].

A efetividade de sais em causar a precipitacdo ou cristalizagdo de protefnas é
comumente relacionada ao cardter cosmotrépico de seus anions, conforme a série de
Hofmeister [16]. Diversos pesquisadores [23, 27, 28] observaram que o cloreto é mais
efetivo para o salting-out da lisozima que o acetato ou o citrato. Este fato indica que na
precipitagdo da lisozima os 4nions seguem uma ordem inversa a de Hofmeister:
SCN™ >NO; >ClI” >HC,H,0; >CH,CO; ~ H,P0O; >S0;?. Ndo h4 uma explanagdo Unica e
inequivoca para este comportamento, mas Riés-Kautt e Ducruix [29] propuseram
algumas explicag¢des. Estes autores observaram que, na precipitacdo de proteinas, os
anions seguem a série de Hofmeister quando o pH da solugdo estd acima do ponto
isoelétrico (pI) da proteina, mas seguem a ordem inversa para valores de pH inferiores
ao pl: o ponto isoelétrico da lisozima é aproximadamente 11,3. Riés-Kautt e Ducruix
assumiram que os anions interagem com as proteinas por meio de um mecanismo

semelhante a adsorg¢do, provavelmente nos residuos carregados positivamente. Este



58 4. Equilibrio de fases na precipitacdo de lisozima pela adi¢do de sais

fenémeno diminui a carga liquida (que se torna menos positiva), o que resulta em
decréscimo da solubilidadel. Bostrom et al. [30] e Moreira et al. [31] demonstraram que
este fendmeno pode ser mais adequadamente entendido por meio de um potencial de
dispersdo idnica a agir entre cada fon salino e a proteina. As forcas de dispersio sio
oriundas de flutuagdes eletrodinamicas e dependem da polarizabilidade de cada fon, ou
seja, sdo muito especificas. Estes autores apresentaram resultados de calculos do
modelo que sdo consistentes com dados experimentais de lisozima em ' solugdes
contendo tiocianato ( SCN7) e cloreto; conforme estes calculos, os potenciais atrativos de
dispersdo i6nica sdo mais fortes para o SCN” que para o Cl”. Isso parece uma explicagio
adequada para o fato de que interacdes proteina-proteina sio mais atrativas em
soluges de tiocianatos que de cloretos. Bostrom et al. [32] assumiram uma adsorcio
forte de contra-fons SCN™ abaixo do pl, o que leva a uma redugiio do ntiimero total de
fons no plano intermediario entre as superficies protéicas e, portanto, a uma reducio na
repulsio (quando comparada ao caso correspondente dos fons cloreto). Os autores
realizaram calculos para diferentes cations e notaram que abaixo do pl (situagdo em que
cations sdo co-ions), a troca de ions sédio por potdssio aumenta a repulsdo, o que
aparentemente explica os resultados de Riés-Kautt e Ducruix [28] e Bénas et al. [33], de
que abaixo do pl a solubilidade da lisozima decresce de acordo com a série de cations de

Hofmeister, Na* >K* > NH} >Mg?".

Apesar do efeito de cations e 4nions na solubilidade da lisozima ter sido
largamente estudado, diagramas de fase de sistemas contendo sais e lisozima nio sao
bem conhecidos. Informacio adicional sobre o comportamento de fases pode ser
encontrada em Coen et al. [34], Moretti et al. [15] e Muschol e Rosenberger [35], mas
somente Coen et al. [34] apresentam diagramas de fase completos, com a composigdo de
ambas as fases em equilibrio e a morfologia dos sélidos. Em um trabalho recente,
Popova et al. [36] apresentaram dados de equilibrio sélido-liquido de sistemas contendo
sais (sulfato de s6dio ou aménio) e lisozima em diferentes valores de pH e usaram uma

metodologia (por meio de extrapola¢io) para determinar a composi¢do da fase sdlida,

! Observe-se que essa é a explicagdo dada por Riés-Kautt e Ducruix. Como serd visto posteriormente
(Capitulo 7), uma abordagem diversa indica que a alteraciio na solubilidade é devida 3 mudang¢a na fragio

de moléculas neutras em cada caso.
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sendo possivel concluir que, neste caso, a composicdo da fase sélida nio depende do pH

da fase sobrenadante.

4.2. Materiais e métodos
4.2.1. Materiais

Lisozima de clara de ovo de galinha (L6876), trés vezes cristalizada, submetida 3
didlise e liofilizada, foi obtida da Sigma (Alemanha e EUA) e utilizada sem purificagido
adicional. Sulfato de aménio, sulfato de sédio e cloreto de sodio, todos de grau reagente,
foram obtidos da Merck (Alemanha), e carbamato de aménio foi obtido da Aldrich
(Alemanha). Para os ensaios de atividade enzimatica utilizou-se o (substrato)
Micrococcus lysodeikticus (M3770) da Sigma (EUA). Hidréxido de sédio e 4cido fosforico,
utilizados para o ajuste de pH, foram obtidos da Merck (Alemanha). Para o preparo de
solugdes tampido, Na;HPO4 e KHzPOQs foram obtidos da Riedel-de-Hien e da Merck
(Alemanha), e tris-(hidroximetil)-aminometano foi obtido da Merck (Alemanha). Agua
deionizada em equipamento Milli-Q (Millipore, EUA) foi usada em todos os

experimentos.

4.2.1. Métodos

Experimentos de precipitagdo. Solugdes aquosas de lisozima (fragcdes mdssicas
entre 5% e 20%?2) e de sal (fragdes maéssicas: sulfato de sédio, 20%; sulfato de amonio,
40%; cloreto de sédio, 25%, e carbamato de amonio, 35%) eram previamente
preparadas. Sistemas eram produzidos pela adigio lenta (gota a gota) de diferentes
massas de solugdo salina a diferentes massas de solugdo de proteina, em tubos de
centrifuga de 10 cm3, de modo a produzir 5 g de uma mistura de composi¢do desejada.
Em sistemas contendo sulfato de sédio, em alguns casos foi necessario adicionar sal em
forma cristalina a solugdo de proteina (para que se obtivessem sistemas com elevada
concentracdo salina), respeitando-se seu limite de solubilidade. A seguir, a mistura era
mantida sob agitagdo em temperatura constante (5,0 °C, 15,0 °C e 25,0 °C) em banho
termostatico (modelo TE-2000, Tecnal, Brasil) por aproximadamente 24 h para a
temperatura de 25,0 °C e de 96 h para os ensaios realizados a 5,0 °C e 15,0 °C. Apés

atingir o equilibrio, as fases sobrenadante e precipitado eram separadas por

?Todas as porcentagens apresentadas neste capitulo referem-se a fragbes massicas.
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centrifugacdo a 2000g durante 3 h (centrifuga 5804R Eppendorf, Alemanha). Com o
auxilio de uma seringa acoplada a um filtro de tamanho de poro de 0,2 pum, a fase
sobrenadante era retirada e a massa desta fase, determinada, enquanto que a fase
precipitado permanecia no tubo de centrifuga, para posterior dissolugdo em 4gua e
determinagdo de sua composigao.

Determinagdo da composicdo da fase sobrenadante. Para a determinagio da
concentragdo protéica, aliquotas desta fase eram diluidas de 10 a 200 vezes em agua e
medidas de absorbancia, realizadas (em espectrofotdometro DU650 Beckman, EUA). Para
baixas concentragées de proteina (de 0,001 mg proteina / g 4gua a 0,1 mg proteina / g
agua) utilizou-se o comprimento de onda de 205 nm; para concentragdes maiores (0,1
mg proteina / g 4gua a 0,8 mg proteina / g dgua), medidas de absorbancia foram
realizadas a 280 nm. Curvas de calibragio considerando a influéncia do sal nas
absorbédncias a 205 nm e 280 nm foram determinadas (dados ndo apresentados: cf.
Watanabe [37]). Para o sistema lisozima + carbamato de aménio + agua, medidas de
concentragdo de proteina foram realizadas utilizando-se apenas o comprimento de onda
de 280 nm, devido a elevada influéncia do sal nas medidas a 205 nm. A concentragao dos
sais era determinada por medida de condutividade (condutivimetro DM-31 Digimed,
Brasil), com curvas de calibragio de condutividade em func¢io da concentra¢do adrede
preparadas. O efeito da concentragio de lisozima na medida de condutividade do sal foi
previamente avaliado e considerado desprezivel [37]. A incerteza na fragio massica de
lisozima ¢ estimada em 107 em solugdes mais diluidas (com concentragdes da ordem de
10°) e em 10-* em solugdes mais concentradas (concentra¢ies da ordem de 101), e a
incerteza na fragao massica de sal é estimada em 0,003.

Determinagdo da composigdo da fase precipitado. A fase precipitado, mantida no
tubo de centrifuga ap6s a retirada da fase sobrenadante, era inicialmente dissolvida em
agua (aproximadamente 5 cm3), e transferida para outro recipiente, de massa
previamente conhecida. Este recipiente era levado a liofilizagdo a 1,0 kPa por
aproximadamente 72 h (liofilizador L101 Liobras, Brasil). Apés este periodo de tempo, a
medida de massa do recipiente contendo proteina e sal, livre de 4gua, era realizada para
a determinagdo da quantidade de dgua do precipitado (exceto para sistemas contendo
carbamato de aménio). A seguir, uma amostra da fase precipitado liofilizada (0,02 g a
0,08 g), livre de agua, era dissolvida em aproximadamente 50 g de agua para a

determinagdo da concentragdo de proteina, por meio de medida de absorbancia a 280
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nm. Quando o sal utilizado era o sulfato de sédio, a quantificagdo do sal era feita por
meio de incineragdo a 700 °C por aproximadamente 5 h (mufla Heraeus Sepatech,
Alemanha), por medida de massa do residuo final, que consistia apenas de 6xido de
sodio. Nos sistemas contendo carbamato de amdnio, a concentragio de sal no
precipitado era obtida por balan¢o de massa. A incerteza experimental da fracio méssica
de lisozima é estimada em 5105 (para fragbes massicas de 0,05) e 0,001 (para fragdes
massicas de aproximadamente 0,2), e a incerteza experimental da fracdo massica de
agua é de 0,02.

Determinagdo da atividade enzimdtica da lisozima. A determinagdo da atividade
enzimatica de lisozima foi adaptada do método apresentado por Shugar [38], que
consiste no acompanhamento da taxa de degradagdo do substrato Micrococcus
lysodeikticus pela proteina, medida por meio da variagdo da absorbancia a 450 nm com o
tempo. Em uma cubeta de polipropileno de capacidade 3,0 cm3 adicionavam-se 0,1 cm3
de solugio de lisozima 0,05 mg-cm3 em solugdo tampdo de fosfato de potéassio em pH
6,24 de 0,066 mol-L-1. Em seguida, adicionavam-se 2,5 cm3 de solugdo de Micrococcus
lysodeikticus 150 pg-cm-3, preparado na mesma solugdo tampdo da proteina, Ap6s rapida
homogeneizagio, registrava-se a variagdo da absorbincia a 450 nm durante
aproximadamente 5 min, utilizando-se um espectrofotbmetro acoplado a um banho
termostatizado a 25,0 °C. A unidade de atividade (UA) é dada pela quantidade de
lisozima que degrada o Micrococcus [ysodeikticus a uma taxa de variacio de absorbancia
(a 450 nm) de 0,001 por minuto nestas condigdes. A atividade especifica, que expressa o
numero de unidades de atividade por miligrama de proteina é dada pela expressio:

AAysomm /'t
0,001-V, -C

lisozima

Atividade especifica (UA-mg™)= (4.1)

lisozima

em que Ad4so/t € a inclinagdo obtida da curva absorbancia a 450 nm em funcdo do
tempo; Viisozima € 0 volume de lisozima adicionado na reacdo de hidrélise (0,1 ¢m3);
Ciisozima € a concentragio de lisozima da solugdo enzimatica (mg-cm3). Ensaios
preliminares foram realizados para avaliar a faixa operacional da taxa de reagdo e a

influéncia de sais eventualmente remanescentes na atividade da enzima [37].
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4.3. Resultados
4.3.1. Sistema lisozima + sulfato de aménio + 4gua

Os resultados experimentais para o sistema lisozima + sulfato de aménio + agua
sdo apresentados na Figura 4.1.

Wiisozima

Witsozima

Wiisozima

Figura 4.1. Diagrama de fases do sistema lisozima + 4dgua + sulfato de aménio em pH 7,0.
A: 25,0 °C, B: 15,0 °C e C: 5,0 °C. Composigio global (), composi¢io do sobrenadante

(A) e composigdo do precipitado (O) conectadas por linhas de amarragdo (—).

Os diagramas de fase podem ser analisados conforme uma técnica apresentada
previamente pelo mesmo grupo de pesquisa [36], que consiste fundamentalmente no

fato de que a composigio (experimentalmente determinada) da fase precipitado
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corresponde a composigdo de uma mistura de duas fases: a fase sobrenadante e o
precipitado verdadeiro, isto é, a fase sélida (cuja composi¢cio nio pode ser
experimentalmente determinada, pela impossibilidade de separa-la completamente do
sobrenadante). A extensdo das vérias linhas de amarragdo converge para um tinico
ponto em regides especificas do diagrama de fases, e este ponto representa a
composigdo do precipitado verdadeiro.

O diagrama de fases deste sistema a 25,0 °C (Figura 4.1A) revela dois pontos de
intersecgdo de linhas de amarragio: em baixas concentracGes salinas, o precipitado
verdadeiro é um sélido livre de sal (86% de lisozima e 14% de agua), e em
concentragbes salinas maiores, o precipitado verdadeiro é um complexo contendo
aproximadamente 37% de lisozima e 14% de sal. A concentragao de lisozima na fase
sobrenadante decresce com o aumento da concentra¢do salina, como esperado, e a
concentragao protéica da fase sobrenadante que coexiste com o precipitado verdadeiro
contendo lisozima, sal e 4gua é em muitos casos consideravelmente menor que aquela
da fase sobrenandante que coexiste com o precipitado livre de sal.

Grande parte da literatura sobre o equilibrio de fases de solu¢des protéicas
discute apenas o contetido de proteina na fase sobrenadante, assumindo que o
precipitado é constituido de proteina pura sélida [17, 39, 40]. Os resultados deste
trabalho, bem como os resultados anteriores [36], mostram que isso nio é valido para
todos os sistemas e condicges.

Enquanto a existéncia de um precipitado livre de sal poderia ser prevista, a
ocorréncia de um segundo precipitado verdadeiro, contendo uma grande quantidade de
sal, era inesperada. Analisando apenas as composi¢des de equilibrio ndo é possivel
discernir se o sal ¢ precipitado na forma de cristais salinos adsorvidos em um complexo
lisozima + dgua ou se de algum modo é co-precipitado, resultando em um novo
complexo contendo proteina, sal e 4gua. Entretanto, ha evidéncia em favor da segunda
hipotese: o fato de que a razio entre lisozima e agua é diferente em ambos os
precipitados, e o fato de que ha um ponto nitido de convergéncia, o que significa uma
razio entre proteina e sal bem definida. Um mecanismo provavel para o surgimento
deste precipitado verdadeiro pode ser uma reagcdo semelhante a adsor¢ido de 4nions
salinos em residuos bésicos de lisozima - 0 mesmo mecanismo responsavel pelo fato de
a lisozima seguir a ordem inversa de Hofmeister em valores de pH inferiores ao pl, como

é o caso.
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A analise da atividade enzimatica da lisozima foi feita com misturas em pH7,0e
25,0 °C para duas composigdes globais diferentes (uma na regido de alta concentragio
salina e outra na regido de baixa concentragdo salina), correspondentes a dois diferentes
precipitados verdadeiros. Na Tabela 4.1 apresentam-se os resultados para os balancos
de atividade; enquanto 85% da atividade enzimatica é recuperada no sistema com baixa
fragdo de sal, apenas 26% da atividade é recuperada no sistema com alta fragiio de sal.
Resultados para o balango de massa [37] confirmam que ndo ha perda de proteina
(considerando a incerteza experimental). Assim, a precipitacio com altas concentragées

de sulfato de aménio ocasiona a desnaturagio da lisozima.

Tabela 4.1. Balango de atividade de lisozima para sistemas lisozima + sal + 4gua em
diferentes temperaturas. Sistemas em pH 7,0 (sulfato de aménio, sulfato de sédio e

cloreto de sddio) e 9,4 (carbamato de amonio).

Atividade de lisozima / UA

Sal T/°C  Regido2
Sobrenadante Precipitado Total
Alta 1,6 (0,06%)P 700 (25%) 700 (25%)
5,0
Baixa 390 (5%) 6800 (85%) 7200 (90%)
(NH4)2S04
Alta 1,6 (0,06%) 460 (26%) 460 (26%)
25,0
Baixa 390 (6%) 5600 (79%) 6000 (85%)
Alta 0,7 (0,03%) 830 (35%) 830 (35%)
Na2S04 25,0
Baixa 230 (4%) 4500 (78%) 4700 (82%)
Alta 17,0 (1%) 1200 (44%) 1200 (45%)
15,0
NaCl Baixa 80 (1%) 6500 (91%) 6600 (92%)
25,0 Alta 6,4 (0,24%) 1000 (39%) 1000 (39%)
Alta 14 (0,4%) 3100 (95%) 3100 (95%)
5,0
NH4NH»CO0O0 Baixa 50 (0,6%) 7100 (95%) 7200 (96%)
25,0 Alta 2(0,1%) 3300 (100%) 3300 (100%)

2 - Referentes a concentrag3o de sal na alimentagio.

b - Valores entre parénteses relacionam-se i atividade total alimentada (calculada a partir da massa dos

sistemas e considerando uma atividade especifica de 19500 UA'mg1).
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Para verificar o efeito da temperatura no equilibrio de fases, experimentos foram
realizados a 5,0 °C e 15,0 °C (Figura 4.1B-C). Ndo ha mudanga apreciavel no diagrama
pela redugdo da temperatura: também nestes casos hi a precipitagdo de um hidrato de
lisozima livre de sal em baixas concentragbes salinas e de um complexo contendo
proteina, sal e 4gua em altas concentragoes salinas. Assume-se que os precipitados das
Figuras 4.1B-C tém a mesma estequiometria daqueles dos experimentos a 25,0 °C. 0
efeito da concentragdo de sulfato de aménio sobre a concentragdo de lisozima no
sobrenadante é apresentado na Figura 4.2. Uma diferenga significativa (mas esperada)
entre as curvas € o fato de que a solubilidade do precipitado livre de sal decresce com o
decréscimo da temperatura até fragdes massicas de sulfato de amodnio de 8%. A

solubilidade do complexo contendo sal é pequena em todas as temperaturas.
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Figura 4.2. Solubilidade de lisozima em solugbes aquosas de sulfato de aménio: 25,0 °C
(O), 15,0 °C (O), 5,0 °C (A). Linhas tragadas para ajudar a visualizagdo: 25,0 °C (—O-),
15,0 °C (---0O---), 5,0 °C (- A-+).

Em concentragdes salinas baixas (até aproximadamente 8%) a presenca de
sulfato de aménio aumenta a solubilidade da lisozima, isto é, ocorre o salting-in: a
solubilidade de lisozima passa por um maximo (atingindo solubilidades préximas a 9%)

para decrescer até concentragdes muito baixas (inferiores a 0,05% para concentragdes
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de sulfato de aménio superiores a 20%). Deve-se mencionar que o salting-in em baixas
concentragdes de sulfato de amonio ndo ocorre nos dados de Moretti et al. [15].

Os dois diferentes precipitados verdadeiros podem possuir diferentes estruturas
cristalinas. Conforme Forsythe et al. [21], a morfologia do cristal varia com a
concentragdo de proteina e com a temperatura: estes autores relataram a formagdo de
cristais tetragonais em baixas concentragbes protéicas e em baixas temperaturas
(abaixo de 20 °C), e a formagdo de cristais ortorrémbicos em concentragoes altas de
lisozima e temperaturas acima de 25 °C. Riés-Kautt e Ducruix [41] observaram que a
solubilidade dos cristais tetragonais de lisozima é inferior Aquela dos cristais
ortorrdmbicos. Os resultados aqui apresentados poderiam confirmar estas inferéncias,
mas nao € possivel discernir de maneira inequivoca, apenas a partir deles, entre as
formas cristalinas - nem sequer se o precipitado é cristalino ou amorfo. A Tabela 4.1
também apresenta o balango de atividade para dois pontos experimentais a 5,0 °C - em
situagbes de baixa e alta concentragio de sal. Estes resultados também confirmam que a
precipitagcdo com altas concentrag¢des salinas reduz significativamente a recuperacio de
atividade (recuperagdo de 25% em alta concentracio salina e 90% em baixa
concentracdo). Balangos de massa realizados, com medida cuidadosa das quantidades
protéicas, permitiram confirmar que este decréscimo nio pode ser associado 2 perda de

massa [37].

4.3.2. Sistema lisozima + sulfato de sédio + 4gua

Os resultados experimentais para a precipitagdo de lisozima com sulfato de sédio
em pH 7,0 e temperaturas de 5,0 °C, 15,0 °C e 25,0 °C sdo apresentados na Figura 4.3. O
comportamento é semelhante aos sistemas com sulfato de aménio, com a determinagio
de dois precipitados verdadeiros: um hidrato de lisozima (86% de lisozima) em baixas
concentragdes salinas, e em complexo contendo lisozima, 4gua e sal (aproximadamente
35% de lisozima e 10% de sulfato de sd6dio) em altas concentra¢des salinas.
Considerando-se as incertezas experimentais, a estequiometria destes precipitados nio
depende da temperatura.

O efeito da concentra¢do do sulfato de sddio e o efeito da temperatura na
concentragdo de lisozima no sobrenadante (Figura 4.4) sdo semelhantes aqueles em
sistemas contendo sulfato de aménio (Figura 4.2), exceto pelo fato de que niio ha, neste

caso, uma regido de salting-in na faixa de concentragdes investigadas (superior a 3% de



4. Equilibrio de fases na precipitacdo de lisozima pela adigdo de sais 67

sal). A temperatura tem influéncia mais significativa na solubilidade em baixas
concentragbes salinas, quando se comparam os dados com os de sistemas contendo
sulfato de amoénio, algo que foi também relatado por Howard et al. [26]. Como
apresentado na Tabela 4.1, o balanco de atividade enzimatica também é semelhante ao

de sistemas contendo sulfato de aménio.

A
Wiisozima

B
Wiisozima

C

Wiisozima

Figura 4.3. Diagrama de fases do sistema lisozima + agua + sulfato de s6dio em pH 7,0.
A:25,0°C, B: 15,0 °C e C: 5,0 °C. Composi¢io global (), composi¢io do sobrenadante

(A) e composi¢do do precipitado (O) conectadas por linhas de amarracio (-)-
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Figura 4.4. Solubilidade de lisozima em solug¢oes aquosas de sulfato de sédio: 25,0 °C
(O), 15,0 °C (0), 5,0 °C (A). Linhas tragadas para ajudar a visualizagdo: 25,0 °C (—O—),
15,0 °C (---0---), 5,0 °C (- A ++).

Como o sulfato é o dnion comum a ambos os sais, pode-se comparar a influéncia
de ambos os cations. Na série de Hofmeister, nions tdm um efeito mais pronunciado
que cations, embora a solubilidade de proteinas em solugdes aquosas de eletrélitos
possa variar por um fator de dez, para a mesma forga i6nica, para diferentes cations
[33]. Também nesta série, o fon sédio é mais eficiente que o amonio para a indugio do
salting-out. Uma comparagio quantitativa pode ser feita por meio da chamada constante
de salting-out, Ks, conforme definida por Melander e Horvath [42]. O valor desta
constante de salting-out é obtido por meio da equacgio de Cohn, que relaciona o
logaritmo da solubilidade da proteina (S) a concentragio do sal (Csa)) em forma
adimensional:
0g—> =K, = _ (42)
(9-97) (9-97)

em que § € uma constante especifica da proteina, dependente de temperatura e pH (e, na

1

pratica, embora ndo em teoria, também do sal), enquanto a constante de salting-out Ks é
dependente do sal e da proteina em questdo. Os dados experimentais indicam que a

constante da lisozima em sulfato de sédio a 15,0 °C é 17,4, enquanto que para o sulfato
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de amonio este valor é 13,9. Isso é indicativo de que o sulfato de sédio é mais efetivo que
o de aménio para a precipitagio de lisozima, o que pode ser a razio de nio haver regido

de salting-in na Figura 4.4.

4.3.3. Sistema lisozima + cloreto de sédio + agua

Os resultados da precipitagio de lisozima com cloreto de sodio sdo apresentados

na Figura 4.5,
A
1
Wiisozima
B
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Wiisozima
C

Wiisozima

Figura 4.5, Diagrama de fases do sistema lisozima + agua + cloreto de sé6dio em pH 7,0.
A: 25,0 °C, B: 15,0 °C e C: 5,0 °C. Composigio global ([1), composi¢do do sobrenadante

(A) e composigido do precipitado (O) conectadas por linhas de amarragdo (—).
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A principal diferenca entre os resultados anteriormente apresentados e estes é o
fato de que ha um tnico precipitado verdadeiro: em todas as temperaturas, as linhas de
amarragao convergem para um hidrato livre de sal com aproximadamente 60% de
lisozima. Como, no limite em que a concentragdo de sal tende a zero, os precipitados
verdadeiros deveriam ser os mesmos (independentemente do sal), pode-se inferir que
um dos dois hidratos é, em verdade, uma fase metaestivel. Nio é possivel discernir qual
seja, pois ambos os estados sdo mutuamente acessiveis, mas os resultados combinados
sugerem que a composicdo obtida para os sistemas contendo cloreto de sédio

corresponda a fase metaestavel.
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Figura 4.6. Solubilidade de lisozima em solugbes aquosas de cloreto de sbdio: 25,0 °C
(Q), 15,0 °C (O), 5,0 °C (A). Linhas tragadas para ajudar a visualizagdo: 25,0 °C (—O-),
15,0 °C (---0---), 5,0 °C (- A-*).

O balango para a atividade enzimatica da lisozima tem concordancia qualitativa
com os resultados para os sistemas contendo sulfatos (Tabela 4.1): considerando a
incerteza experimental, toda lisozima alimentada é recuperada [37], mas a precipitacdo
a partir de uma fase rica em sal reduz a atividade enzimatica em aproximadamente 40%
a 55%. O efeito do cloreto de sédio e da temperatura na concentragado de proteina na
fase sobrenadante é mostrado na Figura 4.6. O cloreto de sédio apresentou um efeito

salting-out bastante pronunciado, o que concorda com resultades previamente
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apresentados por Retailleau et al. [22] para a solubilidade de lisozima em solugdes
aquosas de cloreto de sddio na faixa de pH entre 3,0 e 9,0. Em comparagao com o sulfato
de s6dio, uma mesma fragsio massica de cloreto de sédio (e aproximadamente a mesma
forga iénica) reduz a solubilidade de lisozima por um fator de 10 a 20. Por exemplo, a
25,0 °C e fragdo massica de aproximadamente 3% de sal, a concentrag¢io de lisozima na
fase sobrenadante é de 8% em solugdes de sulfato de sédio e 12% em sulfato de amonio,
mas apenas 0,7% em solugdes de cloreto de sédio. Estes resultados sio consistentes com
observagdes de Rettaileau et al. [27], Riés-Kautt and Ducruix [28] e Guilloteau et al. [43],
e confirmam o fato de que a solubilidade de lisozima (em pH inferior ao pl} segue o
inverso da série de Hofmeister. O decréscimo de temperatura de 25,0 °C para 5,0 °C
resulta, neste caso, em reducdo na solubilidade de lisozima por um fator de
aproximadamente trés, o que estd em conformidade com dados de Cacciopo e Pusey
[24], Guilloteau et al. [43] e Rosenberger et al. [44]. O efeito do cloreto de sédio na
precipitagdo de lisozima na faixa de pH entre 4,0 e 7,0 foi estudado anteriormente por
Berthou e Jollés [45], que relataram a formagéo de cristais tetragonais em temperaturas
de -36 °C a 25 °C e cristais ortorrémbicos em temperaturas de 25 °C a 60 °C. Assim,
poder-se-ia assumir que o precipitado verdadeiro encontrado neste trabalho consiste
em cristais tetragonais; o fato de que o precipitado obtido a 25,0 °C tem a mesma
estequiometria que a 5,0 °C, leva a que se infira que cristais ortorrémbicos serdo
estaveis somente em temperaturas superiores a 25,0 °C. Esta hipétese é apoiada por
relatos de diversos outros grupos [25, 43, 46, 47], que relataram a formacio de cristais
ortorrombicos apenas em temperaturas superiores a 30 °C. Deve-se mencionar também
que efeitos cinéticos também podem ter papel importante no tipo de cristal formado.
Berthou e Jollés [45] relataram a formagéo de cristais tetragonais de lisozima a 20 °C em
intervalos curtos de tempo (entre 3 h e 6 h), enquanto cristais ortorrémbicos foram
obtidos a 40 °C quando se permitia ao precipitado um tempo maior (entre 6 e 30 dias). A
transi¢do lenta entre cristais tetragonais e ortorrdmbicos também foi descrita por Ataka

e Asai [48], que relataram a formacio de cristais ortorrémbicos apos 15 dias.

4.3.4. Sistema lisozima + carbamato de aménio + 4gua
Os resultados experimentais para a composi¢io das fases coexistentes em
sistemas contendo lisozima, carbamato de aménio e 4gua sdo apresentados na Figura

4.7. Em todas as temperaturas investigadas houve a formacdo de um tnico precipitado
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verdadeiro, um hidrato de lisozima livre de sal com estequiometria analoga aquela do
hidrato obtido em sistemas contendo sulfato de aménio ou s6dio. Como em sistemas
contendo cloreto de s6dio, também neste caso nio houve a formagdo de um complexo
contendo lisozima, sal e 4gua. Ao menos em um caso especifico a concentragfio da fase
precipitado ndo pdéde ser obtida com suficiente precisdo, nio sendo apresentada na

Figura 4.7C (sistema com maior concentragio de sal).

Wiisozima

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Wiisozima

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Figura 4.7. Diagrama de fases do sistema lisozima + 4gua + carbamato de aménio. A:
25,0 °C, B: 15,0 °Ce C: 5,0 °C. Composigdo global ([1), composi¢io do sobrenadante (A)

e composic¢do do precipitado (O) conectadas por linhas de amarragzo (—).

A influéncia da concentragio de carbamato de aménio e da temperatura na

concentragdo protéica no sobrenadante é apresentada na Figura 4.8. Além da ocorréncia
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evidente de salting-out, nota-se que a solubilidade aumenta com o decréscimo da
temperatura, um comportamento retrégrado. Este comportamento ndo é usual, mas
também ndo é raro3. Em um estudo especifico sobre a influéncia da temperatura na
solubilidade de protefnas, Christopher et al. [49] observaram a ocorréncia de
comportamento retrogrado em 13 de 24 proteinas investigadas. Os dados anteriormente
apresentados para a solubilidade de lisozima em solugdes de sulfato de aménio, sulfato
de sédio e cloreto de sédio nio mostram comportamento retrégrado; em solucdes de
para-tolueno-sulfonato de sédio e tiocianato de sédio tampouco ocorre [49]. Assim, é
provavel que este comportamento retrogrado esteja relacionado ao sal: o equilibrio
quimico apresentado nas equages (3.1) a (3.4), no Capitulo 3, altera-se com a mudanga

de temperatura, o que pode influenciar a solubilidade da proteina.

0,0021 : : -
0,0018
0,0016 |
0,0014 |

0,0012 -

Wiisozima

0,001 -
0,0008
0,0006 -
0,0004

0,0002 -

0 e
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Wea)

Figura 4.8. Solubilidade de lisozima em solu¢des aquosas de carbamato de aménio:
25,0°C (O), 15,0 °C (O), 5,0 °C (A). Linhas tragadas para ajudar a visualiza¢iio: 25,0 °C
(—=0-),15,0°C (---0O---), 5,0 °C (- AA-").

Na Tabela 4.1 apresentam-se também os resultados do balango de atividade
enzimatica da lisozima a 5,0 °C e 25,0 °C. Considerando as incertezas experimentais, ndo

houve perda de atividade enzimética, mesmo em concentragdes mais altas de sal, o que

? Antecipa-se que sera observado para a insulina em solugdes de NaHCOj3 com CO; pressurizado (Capitulo 5

desta tese).
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evidencia um comportamento distinto dos outros sais investigados neste trabalho. Esta
manutengdo de atividade também ocorreu na precipitagio de tripsina com carbamato de
aménio [18]. Deve-se salientar, entretanto, que estudo especifico sobre a estabilidade de
enzimas mostrou que a manutengio de atividade enzimatica em solugdes deste sal
depende de qual enzima é considerada, nio sendo possivel estabelecer uma relacgio
inequivoca entre seu carater como agente precipitante e a manutengio de atividade em

suas solugdes [50].

4.4. Conclusdes

Os resultados experimentais para a precipitagio de lisozima induzida pela adi¢ido
de sais e a interpretagdo dos resultados de um ponto de vista de equilibrio de fases
mostraram que a fase precipitado cuja composicio é determinada experimentalmente é
na verdade uma mistura da fase sobrenadante (relativamente pobre em proteina) e um
precipitado sélido (chamado precipitado verdadeiro). Em sistemas contendo sulfato de
amonio ou de sédio houve a formacio de dois precipitados verdadeiros: em baixas
concentragdes salinas o precipitado é um hidrato de lisozima livre de sal, e em altas
concentragGes salinas, o precipitado é um complexo contendo sal, proteina e agua. Com
o cloreto de sédio e o carbamato de aménio, apenas um precipitado verdadeiro foi
formado em cada caso: com o carbamato de amonio, o mesmo hidrato livre de sal obtido
na precipitacdo com sulfatos (86% de proteina), e com o cloreto de sédio, um hidrato
livre de sal com fragdo menor de proteina (60%), o que pode mostrar, neste Gltimo caso,
a formagéo de fase metaestavel. Na faixa de temperaturas investigadas (5,0 °C, 15,0 °C e
25,0 °C), a influéncia da temperatura na composi¢io do precipitado verdadeiro é
negligenciavel, embora nio o seja sobre a solubilidade da enzima.

O balango de atividade mostrou que, exceto para o carbamato de aménio, a perda
de atividade causada pela precipitagio é menor quando a concentragio de sal é menor (e
0 precipitado é um hidrato livre de sal), sendo maior quando o precipitado é o complexo
contendo sal. Para o cloreto de sédio, altas concentragdes salinas resultaram em perda
de atividade, mesmo que o precipitado verdadeiro fosse um hidrato livre de sal, e parao

carbamato de aménio ndo houve perda significativa de atividade.
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4.5. Nota adicional

Uma discussio posterior sobre as hipéteses deste trabalho (durante o V
CBTermo, realizado em Foz do Iguagu, setembro de 2010) questionou a existéncia de um
Unico precipitado verdadeiro com base na regra das fases de Gibbs. A argumentacgio
seria de que, em uma situacio em que o precipitado verdadeiro contivesse
simultaneamente agua, lisozima e sal, ndo haveria graus de liberdade restantes: o
potencial quimico destes compostos seria constante na fase sobrenadante, e sua
composi¢do, por conseqiiéncia, deveria ser tinica. A argumentacao contraria, de que a
abordagem ndo viola a regra de fases de Gibbs, ilustra algumas questdes a respeito e
pode auxiliar a compreensio dos fundamentos da técnica, razdo pela qual é aqui
apresentada.

Inicialmente, note-se que é necessério considerar que o precipitado verdadeiro
tenha uma identidade quimica diversa de seus constituintes, ou seja, que a fase sélida
seja constituida por um componente diverso dos componentes puros. Isso € claro (e nio
somente nesta situacdo) pelo fato de a 4gua estar presente na fase solida, de modo que
considerar o precipitado verdadeiro como um novo composto ndo é um constructo.

Considere-se, por hipétese, a formacio de um precipitado verdadeiro contendo
simultaneamente proteina (P), agua (W) e sal (Z); pode-se escrever o seguinte equilibrio
gquimico:

P+nZ+mW == P(Z), (W), (4.2)
em que n e m seriam as proporgdes de sal e 4gua no precipitado verdadeiro. O equilibrio
quimico definido na equagio (4.2) n3o leva necessariamente 3 constancia dos potenciais

quimicos em fase liquida, pelo contrério - a relagdo de equilibrio resultante é4;
“Hp TN —Mpy, ey oy, =0 (4.3)
de modo que é asoma {i, +nji, +mfi, que deve permanecer constante,

Analisando-se a regra das fases de Gibbs, terfamos um sistema quaternario em
equilibrio bifasico com uma reagdo quimica, resultando em trés graus de liberdade. A
temperatura e a pressdo sdo definidas a priori, restando um grau de liberdade: a fracdo
de sal na fase sobrenadante pode ser a variavel a definir o estado, em concordancia com

a definicdo classica de solubilidade (para cada concentragdo de sal existe uma

* Nesta equagio, [i é o potencial quimico de composto em mistura, e . é o potencial quimico de composto

puro.
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concentragdo de proteina em equilibrio). O raciocinio nio se altera no caso de um
precipitado livre de sal - apenas, neste caso, tem-se n = 0.

Finalmente, cabe mencionar que a técnica de extrapolagdo de linhas de
amarragdo também foi usada em sistemas contendo um polimero neutro (PEG) e
albumina de soro bovino, no trabalho de mestrado de Carlos Eduardo K. M. A. C. Jordio
[51], com resultados também significativos. Nesse caso, nio se esperava (como se nio
observou) a formagio de um complexo em fase solida; entretanto, os resultados

possibilitaram conhecer o estado de hidratagio do precipitado.
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Resumo

Estudos recentes tém preconizado o uso de eletrélitos volateis, como o diéxido de
carbono dissolvido em solugdo aquosa, como uma alternativa promissora aos agentes
precipitantes convencionalmente usados para a recuperagio de proteinas em industrias
farmacéuticas e de alimentos. Neste capitulo apresenta-se uma investigacdo,
experimental e tedrica, sobre a precipitagdo de insulina suina, uma biomolécula de
interesse farmacéutico, usando diéxido de carbono (CO;) como agente precipitante
acido. A solubilidade da insulina suina em solugdes de NaHCO3 com CO> pressurizado foi
determinada como funcio de temperatura e pressio, obtendo-se um valor minimo em
pH proximo ao ponto isoelétrico da proteina. Um modelo termodiniamico foi
desenvolvido e aplicado com sucesso na correlagio dos dados experimentais. Este
modelo considera a insulina como um polieletrélito e leva em conta suas reagoes de
auto-associac¢do. A atividade biolégica da insulina manteve-se apés a precipitacdo com
CO2, embora possa haver perda de atividade se houver formagio de espuma na etapa de

despressurizagio.

5.1. Introdugio

O uso de eletrélitos volateis, como o diéxido de carbono, tem sido apontado como
uma alternativa ao uso de acidos convencionais para a precipitacio isoelétrica de
proteinas [1]. Uma das vantagens deste processo é que o agente acidificante é
adicionado a solugdo homogeneamente, na forma gasosa, ao longo da interface liquido-
vapor, em um processo limitado pela cinética de transferéncia de massa e pelo equilibrio
termodindmico. Assim, em oposigdo a precipitagdo convencional pela adigio de solucies
concentradas de acido, evitam-se extremos locais de pH, que poderiam ser danosos 3
proteina [2,3]. Além disso, a geragio de efluente salino é substancialmente reduzida,
pois o eletrélito volatil pode ser separado e recuperado da solugio apenas por
decréscimo de pressédo [1,4]; se o agente volatil for reciclado, tampouco havera geragio
de efluente gasoso. Outras vantagens do uso do CO2 sdo seu baixo custo, a possibilidade

de produzir proteinas com diferentes propriedades funcionais, e um possivel efeito de
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inativagdo de bactérias [1,5].

A idéia de precipitar proteinas com eletrélitos volateis é relativamente nova, mas
muitos autores ja demonstraram a potencialidade desta técnica, principalmente com
misturas complexas como extratos de proteina de soja e leite. Estes trabalhos enfocam o
efeito de pardmetros de processos nas propriedades do precipitado [2,3,6], o
desenvolvimento de processos continuos para a produgdo de proteinas [4,7], o
fracionamento de misturas protéicas [8-10] e a co-precipitagio de um agente
proteinaceo ativo [11].

Embora promissor, o uso industrial de eletrélitos volateis pode demandar
mudangas consideraveis em processos convencionais, além de depender de um
conhecimento sélido da cinética e da termodinamica das operagdes para o projeto,
controle e otimiza¢do adequados. Uma base termodiniamica adequada e modelos
confiaveis para a descri¢io de sistemas de eletrélitos volateis em equilibrio com
solugdes aquosas foram estabelecidos por extensos estudos experimentais e tedricos
[12-20]. Entretanto, até o momento nio ha uma descrigdo sistematica do equilibrio de
fases em sistemas deste tipo contendo proteinas. O rendimento das operagdes de
recuperagdo e a estimativa de custos de produ¢ido sio baseados na solubilidade da
proteina no meio e em coeficientes de parti¢cio, que devem ser conhecidos de antem3o
para a implementagdo do processo. No caso do equilibrio solido-liquido, a determinagio
de curvas de solubilidade permite uma andlise de condi¢bes de supersaturagio,
possibilitando a engenheiros quimicos direcionar o processo a formacdo tanto de
precipitados amorfos quanto de cristais [21,22].

Neste trabalho estudou-se a precipitagdo com CO, como agente acidificante de
um horménio polipeptidico, a insulina, determinando sua solubilidade em um conjunto
de diferentes condi¢des e modelando-a em funcdo de pardmetros do sistema. Para o
estudo do sistema modelo e para reduzir o nimero de componentes em solucdo, apenas
o bicarbonato de sédio (que forma um tampdo H2CO3/NaHCO3 em solugdes aquosas) foi
usado para a manutengdo do pH do sistema. A dependéncia da solubilidade da proteina
com temperatura, pressdo e pH foi estudada. O pH de equilibrio foi estimado usando o
modelo de Edwards et al. [13], que por sua vez emprega o modelo de Pitzer [23] para o
calculo do coeficiente de atividade dos eletrélitos, e as estimativas foram usadas para
definir as condi¢des experimentais a serem investigadas. Para a inclusio no modelo de

Pitzer, a carga liquida da proteina foi calculada por meio da equagiio de Henderson-
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Hasselbalch [24], levando-se em conta a auto-associagdo da insulina. A atividade
biolégica da insulina precipitada por este processo foi avaliada e comparada 3 atividade

de uma amostra de controle que ndo foi submetida a precipitagio com CO; pressurizado.

5.2. Materiais e métodos
5.2.1. Materiais

Insulina suina (96,6% de pureza, 0,44% de Zn) foi gentilmente doada pela entdo
Biobras (Montes Claros). Bicarbonato de sédio (100%) foi obtido da J. T. Baker
(Ecatepec, México) e di6xido de carbono (pureza > 99,8%), da White Martins Gases
Industriais (Campinas).

O aparato experimental para a determinagio da solubilidade foi projetado pelo
grupo de pesquisa e posteriormente construido pela empresa Autic Automacio e
Instrumentac¢io Industrial (Campinas), e estd esquematizado na Figura 5.1. Ele é
constituido por um vaso de 340 mL de aco inoxidavel com duas janelas de visualizagio
(Autoclave Engineers, Eire, EUA) e uma camisa para controle de temperatura. 0 CO; era
introduzido no vaso de precipitagsio pela tubulacdo de entrada, e a pressio era mantida
por um regulador de pressio (HPS4-1500, Victor Specialty Products, St. Louis, EUA) para
cada condi¢do experimental. Amostras da fase liquida eram coletadas por diferenga de
pressao por meio de uma tubulagio de 1/16” (Upchurch Scientific, Oak Harbor, USA),
pela abertura da vélvula 02. Filtros de seringa Minisart 16534 (0,2 pm) da Sartorius
(Goettingen, Alemanha) eram usados para evitar a retirada concomitante de particulas
solidas. A temperatura era controlada em +0,2 °C com alimentacdo de dgua na camisa
oriunda de um banho termostitico modelo TE-2000 (Tecnal, Piracicaba). A velocidade
de rotagdo era controlada com barra magnética e um agitador Super-Nuova SP131825
(Barnstead International, Dubuque, EUA), com acuricia de * 2,0% (para rotagdes
superiores a 200 rpm). A temperatura da fase liquida e o pH eram mensurados, com
incertezas de + 1,0 °C e + 0,03, respectivamente, com um eletrodo de vidro de alta
pressdao TBX567 (ABB, Carlson City, EUA), e indicados em um painel TB84PH (ABB,
Carlson City, EUA). A pressio era mensurada com incerteza de + 0,15 bar com um
transdutor digital PSI-420 (0-60 bar, Zurich Indtstria e Comércio, Sio Paulo), e indicado
em um painel PLN-2 (Zurich Industria e Comércio, Sdo Paulo). Dados de temperatura,
pressdo e pH eram gravados por uma cimera digital (Creative Webcam Live!, Creative

Labs, Milpitas, EUA), programada para capturar imagens dos painéis de instrumentacio
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em intervalos de tempo determinados: posteriormente, as imagens eram analisadas e os

dados experimentais, tabulados.

Valvula 01 T P
— < Vélvula 03
Vélvula 02
Amostra
- |
B Filtro B Saida de 4gua

e (15 -

Entrada Agitador

Figura 5.1. Esquema do aparato experimental para a precipitacdo de proteinas com

eletrdlitos volateis.

5.2.2. Métodos experimentais

Preparo das solugées de insulina. Insulina suina era colocada em frascos
Erlenmeyer, dissolvida em 250 cm3 de solugdo 0,010 mol-L'* de NaHCOs e deixada sob
agitagao por 48 h em temperatura ambiente, de modo a que a concentracgdo final de
proteina estivesse entre 1,0 e 2,0 mg-cm3. A solugiio obtida era filtrada (0,2 pm) e
colocada no vaso para os experimentos de precipitagio.

Determinagdo da solubilidade. Colocada a solucio no vaso de precipitagdo e
atingida a temperatura desejada, o ar no overhead era removido por alimentagio
continua de CO: (aproximadamente 120 cm3-min‘! por 20 min). Para os experimentos
em pressdo atmosférica, a valvula 03 era mantida aberta e CO; alimentado

continuamente (< 10 cm¥min!); para os experimentos em pressio maior que a
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atmosférica, a valvula 03 era fechada, iniciavam-se o controle da pressdo e a agitacdo
(480 rpm). Apés 24 h (tempo necessério para que o equilibrio fosse alcangado, conforme
determinado em experimentos preliminares), amostras da fase liquida eram retiradas.
Quando a diferenga de pressio era insuficiente para que houvesse a retirada de amostra,
uma seringa era usada ao final da valvula 02 para amostragem; em qualquer caso, a
suspensdo passava pelo filtro 0,2 um para evitar a retirada de particulas sélidas.
Inicialmente, um volume de 4,5 cm3 era retirado (e descartado), ap6s o qué amostras de
1,5 cm?® eram coletadas em triplicata para a medida de concentragiio protéica. Para
alguns experimentos em pH inferior ao ponto isoelétrico da insulina (pl), a
despressurizagdo resultava em um acréscimo de PH, levando-o para préximo do plI
(como medido pelo eletrodo de pH), o que causava a precipitagdo de insulina fora do
vaso. Nestes casos, as amostras eram diluidas em HCI 0,05 mol-L-1 para dissolver os

precipitados e posterior determinagio de concentragao protéica.

5.2.3. Métodos analiticos

Concentragdo de insulina. A concentragiio de insulina em solugdo era determinada
por espectrofotometria UV em um espectrofotémetro DU 640 (Beckman Instruments,
Fullerton, EUA), conforme metodologia descrita por Gehle e Schiigerl [25]

Atividade biol6gica de insulina. A atividade biolégica de insulina foi avaliada pelo
teste de tolerancia de insulina (ITT) em camundongos, conforme as metodologias de
Lundbaek [26] e Bonora et al. [27]. Neste teste, a taxa de decréscimo de glicose no
sangue € ajustada por um método de minimos quadrados em gréfico semi-logaritmico,
em um intervalo de 5 min a 20 min apés a injecio de insulina. O tempo requerido para
que a concentragdo de glicose caia a metade é determinada (t1/2), e a taxa de decréscimo
de glicose (Kirr) é calculada por meio de:

0.693

K, =100x (5.1)

t1/2
Dois camundongos foram usados para cada condigido experimental. Os valores de
(Kirr) das amostras de insulina obtidas pela precipitagio com CO; foram comparadas
com amostras de controle de insulina humana e suina usando o teste t de Student com
intervalo de confianga de 95%, calculado com o software Microcal Origin 6.0 (OriginLab,
Northampton, USA). Niveis de glicose no sangue foram determinados com um aparelho

portatil Accu-Check Advantage (Roche Diagnostics, Indianapolis, EUA) usando fitas



86 S. Precipitagdo de insulina com didxido de carbono

Accu-Check Advantage II (Roche Diagnostics, Indianapolis, EUA), até 30 min ap6s a

injeg¢do, em intervalos de 5 min.

5.3. Modelagem termodinamica
Para a descri¢do do equilibrio de fases (sdlido-liquido-vapor) e quimico do
sistema composto por CO,, 4gua, NaHCOs e insulina suina (Figura 5.2), foi implementada

uma abordagem baseada no modelo de Edwards et al. [13].

Fase vapor
co, TP
1
(L
o, Fase liquida
T, P
Co, + H,0 — H'+ HCO;
HCO, — H'+ C o
H,0 — H'+ oW
NaHCO3 —_— Na++ HCO;
Proteina
1
1% —
Proteina Fase so6lida

T,P

Figura 5.2. Representagio do equilibrio sélido-liquido-vapor e do equilibrio quimico

estabelecido no sistema composto por COz, H20, NaHCOs e proteina.

Para o COz, o equilibrio liquido-vapor pode ser representado pela igualdade das

fugacidades em ambeas as fases, que resulta em:

Yeo,$c0, P = Mo, ¥ o, Heo, (T, P) (5.2)

em que y., €éa fragdo molar de COz na fase vapor, ¢goz é seu coeficiente de fugacidade
nesta fase, P é a pressdo do sistema, m,, é a molalidade do CO; na fase liquida, Yeo, € O
coeficiente de atividade deste composto, e H co, (T, P) é a constante da lei de Henry em T

e P. Assumindo que a fase vapor seja composta somente por CO;, seu coeficiente de

fugacidade pode ser calculado por meio de uma equagio virial:
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B, P
dto, =eXp(%J (5.3)

em que R € a constante dos gases. Neste trabalho, o segundo coeficiente virial B, foi

calculado a partir da expressio de Rumpf e Maurer [17]. A presenca de agua na fase
vapor foi negligenciada nas condig¢des consideradas. A constante de Henry foi calculada a
partir da equagdo empirica de Edwards et al. [13]L.

Em fase liquida, as seguintes reagées de equilibrio foram consideradas:

Hz0 + CO2 == H* + HCOx- (5.4)
HCO3-==H*+ CO32 (5.5)
H,O0 ==H++ OH- (5.6)

Cada reagdo (chamada genericamente J) é caracterizada por uma constante de

equilibrio K}, sendo que a restrigdo de equilibrio escreve-se:
K, = Ha,.v” (5.7)

em que a; é a atividade e v;; é o coeficiente estequiométrico do componente i na reagio j.
A constante de equilibrio da auto-ionizagio da agua foi obtida de Edwards et al. [13], e
as constantes das duas dissociagbes do diéxido de carbono foram obtidas de Kawazuishi
e Prausnitz [16]. A atividade do componente i é dada por:
a; =my, (5.8)

O coeficiente de atividade y; dos eletrolitos em solugdo foi calculado a partir do

modelo de Pitzer [23] truncado apés o segundo coeficiente virial:

lny,=—A¢zf[ Ji +£ln(1+b\/7)}

1+bJI b

+ZZ mj[Bﬁj +B; &22—1[1—(1+0L\ﬁ)exp(— om/?)]} (5.9)

ZZ

i_
2z
o 21?

[1 ~[1 +aT +a721JeXp(— a1 )JZ 2 mmp,

em que:

! Fungdes e valores dos parametros oriundos da literatura e necessarios ao célculo estdo compilados no

material suplementar disponivel em http:// onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/bit.22319/suppinfo
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1 2 3/2
A, = . J2nN ,p. (—e——) (5.10)

4mg, Dk, T
O primeiro termo do lado direito da equagdo (5.9) é relacionado 3s forgas de
longo alcance (ou coulémbicas), e as outras sdo contribuicdes de interagoes de curto
alcance. Os termos o e b sio constantes do modelo (respectivamente 2,0 kgl/2 -mol-1/2 ¢

1,2 kg!/2mol-1/2), I é a forga ibnica, z é a carga do fon, A, é o parametro de Debye-Hiickel,

fun¢do do nimero de Avogadro Ns, da massa especifica do solvente ps, da carga

elementar e, da permissividade do vicuo ¢, da constante dielétrica do solvente D e da

constante de Boltzmann kp. Os paradmetros de intera¢do binaria B?, ;e B,{ ;580 ajustaveis

aos dados experimentais, e sdo simétricos, ou seja, B:; =B, Os pardmetros de interacio

para o par CO2/HCOs- e para o sal NaHCO3 foram obtidos de Kurz et al. [28] e Xia et al.
[19,20], respectivamente.

A proteina também foi considerada como um eletrélito no modelo. Entretanto,
esta consideragdo traz consigo um problema, pois proteinas tém miiltiplos estados de
lonizagdo, devido ao ntimero de grupos ionizaveis, que podem ser positivos, negativos
ou neutros dependendo do pH da solugdo e de seu carater 4cido ou basico. O grau de
ionizagdo destes dcidos e bases fracas é fortemente dependente da concentragio de fons
H*, e arelagdo entre ambos é feita por meio da equacio de Henderson-Hasselbalch [24].
Aplicando esta equagdo a todos os grupos ioniziveis e somando todas as contribuigGes, a
carga liquida da proteina pode ser descrita como fungio do pH.

A condi¢do de eletro-neutralidade, incluindo a carga liquida da protefna, impde a

seguinte restrigdo entre cargas positivas e negativas na fase liquida:

dzm =Y zm (5.11)

em que z., ms, Z., e m-representam cargas e concentragdes (em mol-L-1)de fons positivos
e negativos, respectivamente.
A atividade do solvente pode ser calculada por meio da equagio de Gibbs-Duhem:

i—zzmi”‘j[ﬁg; +B;; exp(— omﬁ)]—zm,-:l (5.12)

Ina, =M |24
" Y ¢ 1+ b\/? i=w jew izw

A existéncia de um equilibrio sélido-liquido com a proteina estabelece uma nova

restricdo. Em qualquer solugdo saturada do componente i em equilibrio com sua fase

slida pura, em uma mesma temperatura o potencial quimico de i deve permanecer



5. Precipitacdo de insulina com diéxido de carbono 89

constante, e deve ser necessariamente o mesmo em ambas as fases, o que implica que a
atividade deve-se também manter constante ao longo da curva de equilibrio [29]. O
equilibrio pode ser determinado para todas as condi¢des ao se aplicar esta restricio a

proteina em fase liquida, resultando em:

a, =ay (5.13)
ou:
Ina, =lna}¥ (5.14)

em que a, é a atividade termodinidmica? da proteina em equilibrio sélido-liquido e 1<
€ a atividade da proteina em um estado de referéncia - neste caso, um estado em fase
liquida mas também em condigio de equilibrio sélido-liquido. O valor experimental da
solubilidade no ponto isoelétrico foi usado para o calculo da atividade de referéncia,
uma vez que nesta situa¢do (com carga liquida nula) a protefna estara mais proxima da
condi¢do de idealidade (o termo de longo alcance na equagio (5.9), que é predominante
em solugdes diluidas, anula-se no pl), o coeficiente de atividade calculado sera igual a

unidade (se ndo houver componente de curto alcance na expressdo), e a atividade

termodindmica serd igual A concentrac3o.

5.3.1. Auto-associacio da insulina

E conhecido o fato de que a insulina se auto-associa, formando multimeros
estaveis em solugdo e em fase sélida. Na presenca de dois 4tomos de Zn por conjunto de
seis moléculas de insulina, a populacio de hexdmeros é estivel e predominante em pH
neutro ou levemente alcalino [30]. Na auto-associagdo da insulina, monémeros (M)
combinam-se na formacio de dimeros (D), que se associam para a formagio de
tetrameros (T) que, com subsegiiente reagio com dimeros, formam heximeros (H) [31-
33]. De acordo com Milthorpe et al. [34], em solugdes de insulina bovina (com dois
atomos de Zn por seis moléculas de insulina) de concentragdo acima de 0,1 mg-cm-3,
mais de 75% da populagdo de insulina est4 em forma de hexameros. H4 evidéncia de que
a carga liquida dos multimeros é maior (em valor absoluto) que as das formas

monomeéricas [30,35]. A partir desta consideracdo, faz-se a hipétese de que a carga

2 £ necessario, algumas vezes, especificar que se trata de atividade termodindmica, relagido entre

fugacidades, para evitar confusio com atividade bioldgica.
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liquida dos multimeros seja igual 3 carga do monémero (M) multiplicada por um fator ki

Assim, tais cargas podem ser expressas por:

Z5 =kDZM (515)
z, =k;z, (5.16)
z,=k,z, (5.17)

em que Zp, Zr € zy sdo as cargas liquidas dos dimeros (D), tetrimeros (T) e hexameros
(H), respectivamente; zy é a carga liquida do monémero, calculada pela equacdo de
Henderson-Hasselbalch [24], e kp, kT e ky sdo fatores multiplicativos. A partir das
equacdes (5.15) a (5.17), é possivel calcular a carga média representativa da populacio
de multimeros. A concentragio acessivel experimentalmente é a soma de todas as
moléculas de insulina (unidades monoméricas) presentes no sistema, e pode ser obtida
pela soma de todas as concentragdes de mulimeros multiplicadas pelo ntimero de
mondmeros em cada configuragio:

m; =my, +2m, +4m; +6m, (5.18)

em que mys € a concentragdo macroscopica de insulina e mu, mp, mr e my sdo as
concentragdes efetivas de mondémero, dimero, tetrAmero e heximero. A fracdo de cada

multimero é dada por

o, =M (5.19)
mlS

emquei=1(M),2(D),4(T)or6(H)e

O, +P,+P, +D, =1 (5.20)
Deste modo, a carga média da populacio de multimeros, Z,, é calculada por:

Zy=0uzy +P,z, +D0.z, +D,z, (5.21)
Substituindo as equagdes (5.15) a (5.17) na equacdo (5.21):

zy =(®y +®yk, + Ok, + Dk, )z, (5.22)
Chamando k aos termos entre parénteses da equagio (5.22):

Z, =kz, (5.23)

As consideragdes acima levam a que a populagio multimérica de insulina seja
considerada, no modelo termodindmico, como um tnico pseudo-componente. Estas
defini¢des causam pouco impacto no calculo da atividade termodinimica da proteina,
uma vez que o valor de referéncia da solubilidade no ponto isoelétrico é tomado como

referéncia, e nesta situagdo os multimeros tém carga liquida nula. A condi¢do de
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atividade constante para o monémero de insulina em equilibrio sélido-liquido é também
valida para os multimeros, uma vez que seu potencial quimico é fungio do potencial
quimico do monémero [36]. O fator k foi incluido no modelo como um parametro

ajustavel.

5.4. Resultados e discussio
5.4.1. pH das solugdes: valores experimentais e modelagem

O valor de pH de equilibrio para a insulina em solugdes de 0,010 mol-L! de
NaHCO3; com CO2 pressurizado foi determinado a 5,0 °C, 15,0 °C e 25,0 °C na faixa de
pressoes de 1,0 bar a 16,0 bar; os resultados sio apresentados na Figura 5.33. 0 NaHCO;
mostrou-se um tampdo apropriado para o icido carbénico, pois em concentracgdo de
0,010 mol-L-! este sal conteve uma queda de aproximadamente 1,5 unidades de pH em
comparag¢do com a 4gua pura nas mesmas condicdes, tornando possivel manter o pH de
equilibrio préximo ao ponto isoelétrico da insulina. Ha pouca diferenca entre o pH de
solugdes de insulina em solugées 0,010 mol-L-* de NaHCO3 em CO; pressurizado e o pH
de solugdes 0,010 mol-Ll de NaHCO3, o que é indicativo da baixa capacidade
tamponante da proteina nas concentragdes estudadas neste trabalho. Para todas as
isotermas, verificou-se uma queda acentuada no pH da solu¢do com o acréscimo na
pressdo de COz, principalmente em baixas pressdes, como observado previamente por
Meyssami et al. [37] para soluc¢des de 4cidos organicos e por Hofland et al, [2,3] para

soluges de proteinas de leite e soja.

3 A tabela com os dados completos nio é reproduzida aqui, mas pode ser encontrada no artigo do qual este

capitulo é oriundo.
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Figura 5.3. Valores de pH de solugdes aquosas com COz pressurizado em diferentes
temperaturas. Modelagem: (---) pH da 4gua; (--) pH do sistema composto por CO, Hz0,
NaHCO0s3 (0,010 mol-L-?) e insulina. Valores experimentais: simbolos abertos, solugbes
saturadas de insulina em NaHCO3 (0,010 mol-L-1); simbolos cheios, solugées de NaHCO3
(0,010 mol-L-1).



5. Precipitagdo de insulina com diéxido de carbono 93

A temperatura teve influéncia no pH do sistema, mas (como se poderia esperar)
ndo tdo acentuada quanto a pressdo; os resultados sio apresentados na Figura 5.4. A
temperatura influencia de maneiras opostas o pPH da solugdo: por um lado, um
decréscimo na temperatura aumenta a solubilidade do CO2, e por outro, desfavorece a
rea¢do de dissocia¢do, descrita na equacido (5.4) [3]. Um pequeno decréscimo no pH
ocorreu com a redugéo da temperatura, indicando que o efeito da solubilidade do COz é
mais forte. O modelo foi aplicado ao céalculo do PH de equilibrio em fase liquida como
fungdo de temperatura e pressio de COz, com excelentes resultados para solugdes de
NaHCOs e insulina a 5,0 °C e 25,0 °C e resultados razoéveis para solugdes de insulina a
15,0 °C.

0 3 6 9 12 15 18
Pressio / bar
Figura 5.4. Valores de pH de solugdes saturadas de insulina em NaHCOs3 (0,010 mol-L-1)
com COz pressurizado em diferentes temperaturas. Modelo: (-+)50°C (---)15,0°Ce
(--) 25,0 °C. Valores experimentais: (0) 5,0 °C, (m) 15,0 °Ce (0) 25,0 °C.

5.4.2. Solubilidade experimental da insulina

Experimentos de precipitagdo conduzidos com CO; em diferentes concentragdes
iniciais de insulina (dados nio apresentados) resultaram em um mesmo valor de
concentracdo de proteina na fase liquida, o que leva  conclusio de que esta proteina
estabelece um verdadeiro equilibrio sOlido-liquido, em vez de um equilibrio liquido-
liquido, como relatado para a a-quimotripsina e albumina de soro bovino por Shih et al.
[38]. A solubilidade de insulina em solugdes 0,010 mol-L-1 de NaHCO3 como fungio da
pressdo de COz (na faixa de 1,0 bar a 16,0 bar) foi investigada a 5,0 °C, 15,0 °C e 25,0 °C, e
os resultados sdo apresentados na Figura 5.5 - os desvios-padrdo, ndo apresentados na

Figura, sdo 0,48-10" mol kg™ (25,0 °C), 1,77-10°° mol-kg™ (15,0 °C) ¢ 4,08-10°5 molkg™! (5,0
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°C). Em todos os casos, a solubilidade minima ocorre proximo ao pl, em pH 5,3 [39,40].
Esta solubilidade minima é mais evidente para a isoterma a 25,0 °C, na qual o aumento
de solubilidade pode ser mais facilmente observado quando o pH se afasta do pl em
ambos os sentidos. Para as isotermas a 5,0 °C e 15,0 °C, na pressdo mais baixa (1,0 bar),
o pH ja era préximo ao pl da insulina, e 0 aumento da solubilidade sé fica evidente em

pressdes mais altas, nas quais os valores de pH sio inferiores ao pl.

35
30+
25¢
20
15
10

Solubilidade x 10° / mol/kg

Pressdo / bar

35
30+
25¢
20

15+
10

Solubilidade x 10° / mol/kg

0 L L 1 1 i L
44 46 48 50 52 54 56 58
pH

Figura 5.5. Solubilidade de insulina em NaHCO3 (0,010 mol-L1) com COz pressurizado
em diferentes temperaturas. Modelo: (--) 5,0 °C, (---) 15,0 °C e (--) 25,0 °C. Valores
experimentais: (¢) 5,0 °C, (w) 15,0 °C e (©) 25,0 °C. Solubilidade em fun¢io da pressao de
COz (superior) e pH.

A insulina apresenta comportamento retrégrado com a temperatura, ou seja, sua
solubilidade decresce com o aumento da temperatura. Este comportamento retrégrado
foi previamente observado por Bernardo et al. [41] (para insulina oriunda do mesmo
lote utilizado neste trabalho) e também por Christopher et al. [42] para um conjunto de

proteinas (como j& mencionado no Capitulo 4). Feeling-Taylor et al. [43] relataram o
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mesmo comportamento para hemoglobina C e analisaram o fenémeno por meio da
equagdo de van't Hoff. Estes autores calcularam que a entalpia de cristalizacio desta
proteina seria de 155 kj-mol-, ou seja, a cristalizagdo seria um processo endotérmico (a
entalpia da proteina na fase cristalina é maior que a da proteina em solu¢io na mesma
temperatura), o que resulta em uma solubilidade retrograda. Em uma anilise mais
completa, Vekilov et al. [44] usaram a definicdo de energia de Gibbs padrio para a
cristalizacdo da hemoglobina C, separando as contribuigdes da proteina € do solvente no

termo entrépico.

AG’ =AH® —TAS" = AH° —T(AS® __ +AS®

proteina T ASsotyente ) (5.24)

Para que a cristalizagio seja possivel, AG® deve ser negativo. Baseando-se em
dados de microscopia de for¢a atdmica, Vekilov et al. [44] sugeriram que a liberaciio de
moléculas de dgua ligadas 2 hemoglobina C fornece o alto valor de entropia necessdrio a
cristalizagio. A mesma anélise pode ser aplicada aos dados experimentais de
solubilidade obtidos para a insulina, assumindo-se uma varia¢do positiva de entalpia no
processo de precipitagido com diéxido de carbono. Entretanto, uma variagio de entropia
positiva seria necessaria para a factibilidade termodinamica (TAS® > AHY). A agregacio
de mondmeros no processo de auto-associagdo de insulina em solugio ocorre com a
exclusdo de moléculas de agua, o que contribui para o aumento de entropia [30]. Assim,

a exclusdo de moléculas de solvente deve ser o principal mecanismo para a variacio

positiva de entropia necessaria a precipitacio.

5.4.2. Modelagem da solubilidade de insulina

Como exposto anteriormente, a insulina foi considerada um eletrdlito, e a
dependéncia de sua carga liquida com o pH da solugéo foi calculado usando a equagio de
Henderson-Hasselbalch. Os valores de pKa dos grupos ionizaveis da proteina (cuja
estrutura primaria é apresentada na Figura 5.6) foram obtidos de valores tipicos para os
aminodcidos livres [24] e os valores experimentais obtidos por Kaarsholm et al. [39] em
experimentos de titulagdo de solugdes de insulina humana (concentrag¢io de 1,0-10-3
mol-L-1) em 6 mol'L-! de cloridrato de guanidina. Na vizinhanga do pl (valores de pH de
4,0 a 6,0) as cargas liquidas calculadas usando os dois conjuntos de valores de pKa nio
apresentam diferenca significativa. Como as condigdes experimentais deste trabalho
resultam em valores de pH entre 4,4 e 5,8, os valores de pKa de aminoacidos livres

foram usados nos calculos subseqiientes.
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Figura 5.6. Estrutura priméria da insulina sufna, compreendendo as duas cadeias

polipeptidicas (A e B) ligadas por pontes de dissulfeto [30].
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Figura 5.7. Carga liquida do mondmero de insulina z; (A) e seu quadrado zi (B) em

fungdo do pH: (--) monémero; (---) dimero; (--) tetrdmero e (---) hexdamero.

Como apresentado previamente, a multimerizacio da insulina é acompanhada
por um aumento na carga liquida, ou seja, a associa¢do de moléculas de insulina ocorre
com a soma parcial das cargas liquidas. Para ilustrar este fendmeno, as razées de carga

multimero/mondmero obtidas por medidas de espectroscopia de massa em nano-
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eletro-spray [35] foram usados para simular o perfil da carga dos multimeros de
insulina e seu quadrado (z; e z?) como funcio do PH (Figura 5.7). O efeito das reacgdes de

auto-associa¢do na carga liquida dos multimeros é pronunciado. Considerando-se o
efeito do quadrado da carga nas forcas de repulsdo eletrostatica, pode-se inferir que as
reagdes de associa¢do e a expressiva presenca de multimeros em solugio resultam em
uma solubilidade maior do que a do monémero isoladamente considerado.

Para modelar os dados de solubilidade de insulina, o parémetr(; k foi ajustado
para cada isoterma. Embora o valor de k possa variar com o pH da solugio e a
concentragdo da proteina, os resultados de Milthorpe et al. [34] indicam que a proporgiio
entre hexdmeros e mondémeros nio apresenta variagdes significativas para
concentragbes de insulina acima de 0,1 mg-cm3 (concentragio de mondmeros de
1,75:10-° mol'kg?), sendo provivel que a propor¢io de multimeros nio varie
significativamente para valores de pH proximos ao pl. Assim, pode-se assumir que o
fator k seja constante nas condicdes deste estudo e represente um estado médio de
lonizagdo da populagio de insulina multimérica. O modelo resultou em uma boa
correlacdo dos dados de solubilidade (Figura 5.5) com erro médio maximo de 21,7%
para as isotermas a 5,0 °C e 15,0 °C (Tabela 5.1). Para uma populagdo de insulina
composta apenas de mondmeros, o valor de k deveria ser igual 4 unidade. Nos calculos
aqui apresentados, o valor ajustado de k variou de 2,86 a 3,15, o que é consistente com
uma populagdo expressiva de mondmeros, dimeros, tetrimeros e heximeros em
solugdo. Embora ao final este valor seja um parametro ajustavel (fundamental para o
sucesso do modelo), o fato de que seja compativel com o fendmeno que ele pretende

descrever indica que as hipéteses subjacentes ao modelo sio razoaveis.

Tabela 5.1. Desvios médios entre a solubilidade calculada e a experimental da insulina

em solugdo de NaHCO3 (0,010 mol-L-1)com CO; pressurizado, e valores do parametro k.

T/°C k Desvio
5,0 3,15 21,7%
15,0 2,86 21,7%

25,0 3,03 10,6%
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5.4.4. Atividade bioldgica da insulina

Para avaliar a possivel desnaturagio causada pela precipitacdo em alta pressao, a
atividade bioldgica da insulina precipitada com CO, foi determinada e comparada a
atividade da insulina precipitada usando o 4cido “convencional” HsPOs em condi¢oes
similares (Tabela 5.2). Os experimentos foram conduzidos de modo que o valor de pH
das solugdes fosse o mais préximo possivel do valor do pl da insulina; para’ alcangar
altas pressdes com o mesmo pH da solugio, a concentracdo de NaHCO3 foi aumentada.
Como esperado, houve um aumento expressivo na capacidade tamponante com o
aumento na concentrag¢io de NaHCOs: enquanto para solug¢des 0,010 mol-L-1 deste sal o
pH igual ao pl da insulina era alcangado com pressdes de diéxido de carbono de 3,0 bar,

para solugGes 0,040 mol-L-1 0 mesmo valor de pH somente era obtido a 16,0 bar.

Tabela 5.2. CondigGes experimentais de precipitagio e resultados para os ensaios de

atividade biolégica

Agente precipitante  Condigdo!  Sal? / mol-L1 pH Kirr Valor p
(controle)3 - - - 9,3+0,5 B
3,0 bar 0,010 5,26 93+1,0 0,962
(07) 6,0 bar 0,020 522 8,7 +3,3 0,833
16,0 bar 0,050 5,31 54+0,7 0,021
6,2 cm3 0,010 5,30 6,5+0,1 0,016
H3PO4 2,5 cm3 0,020 5,28 8306 0,204

1,3 cm3 0,050 5,26 80+0,3 0,084

1) pressdo (precipitagdo com CO;) ou volume de solugdo 2,0 mol-L- (precipitagdo com H3PQ,)
) NaHCOs (precipitagdo com C0z) ou NazHPO, (precipitagdo com HsPO4)

%) experimento controle: insulina nao submetida a precipitagio

Uma comparagdo dos valores de Kirr das diversas amostras de insulina (Tabela
5.2) usando o teste t indica que nfio houve perda significativa de atividade biolégica nas
amostras precipitadas com CO2 a 3,0 bar e a 6,0 bar, mas a amostra precipitada a 16,0
bar teve atividade bioldgica significativamente menor que a amostra de controle. Isso

pode ser o resultado do processo de despressurizagio, que a 16,0 bar produziu muito
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mais espuma que nos sistemas em pressio mais baixa. Grande parte da insulina nas
amostras obtidas a 16,0 bar foi recuperada da espuma, e pode ter sido, por esta razio,
desnaturada [45]. Tal desnaturagio seria causada pela exposicdo de moléculas protéicas
e sua adsorgdo na interface gas-liquido: a molécula protéica se desnovela e expde seus
grupos hidrofébicos nesta interface, levando a mudancas conformacionais e,
possivelmente, desnaturagio [45,46). Estes resultados sugerem que, para minimizar a
perda de atividade, as seguintes acdes podem ser tomadas: a) a precipitagio de proteina
com CO2 deve ser conduzida em baixas pressées, para reduzir a formagdo de espuma, ou
b) o sistema deve ser lentamente despressurizado, ou c¢) o precipitado deve ser
recuperado antes da despressurizagdo. Com respeito as amostras precipitadas com
H3PO4, somente os precipitados obtidos em solugdo 0,010 mol-L-t de Na;HPO,
apresentaram atividade biolégica significativamente menor que a amostra de controle.
Esta perda de atividade é causada provavelmente pelo fato de a capacidade tamponante
do NazHPO4 em solugio 0,010 mol-L-! ser inferior 3 das solugcdes mais concentradas: a
solugdo pode nio ter sido capaz de evitar extremos de pH durante a adicio de H3PO,
concentrado, levando & desnaturagio. Estes resultados sugerem que a precipitagdo com
dioxido de carbono é comparavel a precipitagio com 4cidos convencionais no que diz
respeito a preservagdo da atividade biolégica, desde que a formagdo de espuma seja

evitada na etapa de despressurizagio.

5.5. Conclusées

Neste trabalho demonstrou-se que a insulina suina pode ser precipitada com
diéxido de carbono sem perda significativa de atividade bioldgica, desde que a formacio
de espuma seja evitada. Os dados experimentais de equilibrio mostraram que o
comportamento da solubilidade desta proteina é retrégrado com respeito a
temperatura. O modelo termodindmico proposto para correlacionar a solubilidade de
insulina com variaveis do sistema forneceu resultados razoaveis, e a consideracio da
auto-associagdo da insulina foi fundamental para uma boa descri¢do do equilibrio

s6lido-liquido.
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5.6. Nota adicional

A modelagem da solubilidade da insulina é talvez o ponto mais delicado deste
trabalho - a saber, qual a pertinéncia de se aplicarem as equacdes (5.13) ou (5.14) auma
espécie carregada em fase liquida e com elas calcular o equilibrio sélido-liquido?

Deve-se ressaltar que a abordagem apresentada tem sua base em outros
trabalhos da literatura [47]. Entretanto, é possivel entender também uma proteina em
solugdo como um conjunto de moléculas dotadas de cargas discretas distiritas. Esta
abordagem sera apresentada no Capitulo 7 desta tese — trabalho cuja motivagio surgiu

da reavalia¢do dos dados apresentados neste capitulo.
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6. Modelagem termodiniamica de solugdes de polieletrdlitos

Resumo

Neste capitulo apresenta-se uma extensio da equag¢do de Pitzer para a
modelagem de solugdes aquosas de polieletrélitos. O modelo desenvolvido mantém a
forma original do modelo de Pitzer, mas introduz duas modificagdes principais: assume-
se que uma fragdo constante de unidades monoméricas do polieletrélito é dissociada
(fracdo que independe da concentragdo do polieletrélito), e introduz-se uma expressio
modificada para a forca i6nica (em que cada unidade monomérica é individualmente
considerada). A equagdo resultante foi utilizada para a correlacio de dados de
coeficiente osmético de solugbes aquosas de polieletrélitos e de solugdes de
polieletrélitos e sais. 0 modelo também foj aplicado a correlagdo de dados de equilibrio
liquido-liquido de alguns sistemas aquosos bifasicos que se formam pela adigdo
simultinea de polieletrélitos e polimeros hidrofilicos neutros (neste caso, polietileno
glicol) a 4gua. Uma concordincia muito boa entre os dados experimentais e o modelo

proposto foi observada para todos os sistemas investigados.

6.1. Introdugio

Polieletrélitos sdo polimeros cuja unidade monomérica é ionizavel em solugdo
aquosa. Estes compostos tém recebido ateng¢io nas tltimas décadas, principalmente por
serem comuns em sistemas biolégicos, pois proteinas, DNA e RNA sio polieletroélitos;
além disso, o niimero de suas aplicagdes é crescente, ndo somente entre as ciéncias da
vida, mas também em outras 4reas, como nas inddstrias de cosméticos, de alimentos e
quimica. O projeto de produtos contendo polieletrélitos e de processos para sua
produgdo requer o conhecimento consolidado de suas propriedades termodinimicas e
modelos para correlacionar (e eventualmente predizer) as propriedades de suas
solugdes. Embora algumas teorias para o estudo de propriedades termodindmicas de
solucGes aquosas de polieletrélitos estejam disponiveis na literatura [1-7], o conjunto de
modelos termodinimicos para essas solugdes ainda é pequeno, particularmente quando
comparado ao conjunto de modelos para solugées aquosas de eletrélitos de baixa massa

molar; em particular, ressente-se da auséncia de métodos que possam ser diretamente
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aplicados em célculos de engenharia. A razio para essa observagdo é certamente o alto
numero de fendmenos que podem ter influéncia nas propriedades termodinimicas
dessas solugdes, e que se reflete na impossibilidade de se utilizarem métodos muito
simplificados. Entre esses fendmenos estio, por exemplo, o papel das forgas de longo-
alcance e curto alcance, os fenémenos oriundos da natureza polimérica dos
polieletrélitos (tais como a exclusio de volume, a polidispersdo, a estrutura da cadeia
polimérica), a possivel condensacio de contra-ions em cadeias poliméricas carregadas,
entre outros.

Os fundamentos da modelagem termodinimica de solugdes aquosas de
polieletrélitos foram estabelecidos por Lifson e Katchalsky [1,2]. De acordo com estes
autores, a presenca de cargas elétricas no macro-ion tensiona a molécula polimérica, de
modo que cadeias nio-ramificadas assumem forma aproximadamente cilindrica. Lifson
e Katchalsky consideraram que as cargas elétricas distribuem-se uniformemente na
superficie deste cilindro e que os contra-fons formam uma nuvem idnica a0 redor da
cadeia polimérica. Essa nuvem é limitada ao espago entre o cilindro interno (a cadeia
carregada) e um cilindro externo, e os contra-fons distribuem-se uniformemente nessa
regido. O raio do cilindro externo depende da concentragdo do polieletrélito, e as
interacgdes eletrostaticas nessa nuvem sio descritas pela equagédo de Poisson-Boltzmann.,

Este modelo serviu de base ao trabalho de diversos autores. Como exemplo, Ddlar
e Peterlin [3] entenderam-no & modelagem de polieletrélitos com dois diferentes contra-
ions. Uma das extensdes mais importantes foi apresentada por Manning [4,5]. A idéia
fundamental introduzida por Manning é o conceito de condensagdo de contra-ions; em
vez de assumir uma distribui¢io boltzmanniana, Manning considerou que as forgas
couldmbicas que agem em uma cadeia polimérica densamente carregada atraem os fons
de carga oposta, resultando na formagio de pares idnicos. Esse fendmeno é conhecido
por condensagdo e resulta em uma redugio da carga liquida do polimero, e a equagdo de
Poisson-Boltzmann é resolvida levando-o em conta. A energia de Gibbs da solugido é
cindida em cinco termos: um relacionado as interagdes eletrostaticas entre a cadeia
polimérica e a nuvem idnica da vizinhanga, outro relacionado a condensagdo do contra-
fon, e trés termos resultantes das interagbes com os contra-fons livres, com 0s outros
ions presentes em solugdo e com o solvente. Em diluicdo infinita no solvente, duas
situacbes sdo possiveis: ou todos os contra-ions estdo livres ou alguns deles estido

ligados como pares i6nicos, condensados na cadeia polimérica. Abaixo de uma certa
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densidade de carga na cadeia polimérica, todos os contra-fons sdo moveis (dissociados),
enquanto além desse limite observa-se a condensagdo, que resulta em uma densidade de
carga mais baixa na cadeia polimérica. A teoria foi estendida pelo préprio Manning [6] e
tem sido adotada em trabalhos mais recentes de outros autores, embora nem sempre
seja utilizada de maneira direta. O conceito proposto por Manning é compativel com
simulacbes de dindmica molecular de solugbes de polieletrélitos, que mostram
modificagdes de configuragio na cadeia polimérica e a condensacio de contra-ions, por
exemplo, no trabalho de Stevens e Kremer [7].

Ha outros exemplos da solugio da equagdo de Poisson-Boltzmann, que fazem
hipéteses diversas sobre as condi¢bes de contorno com as quais a equacdo é resolvida, e
sdo de algum modo relacionados aos trabalhos previamente mencionados. O modelo de
Feng, Liu e Hu [8], que consideraram a presenca de sais em solugdo aquosa, é um
exemplo interessante, bem como os trabalhos de Ospeck e Fraden [9], que apresentaram
a solugdo da equagdo de Poisson-Boltzmann para dois cilindros confinados entre duas
superficies planas, de Dahnert e Huster [10,11], que resolveram a mesma equagio para
polieletrélitos de forma achatada imersos em solugdo salina, e de Rodenbeck et al. [12],
que a resolveram usando a aproximagio de células elementares em redor de um corpo
central simetricamente carregado. A aplicacdo de fungdes de correlagio do tipo cavidade
foi investigada por Jiang et al. [13,14]. Entretanto, o uso da equacio de Poisson-
Boltzmann no estudo desses sistemas também tem atraido criticas. Por exemplo, Blaul et
al. [15], ao compararem os resultados derivados da equacdo de Poisson-Boltzmann com
dados experimentais de pressio osmética, concluiram que a diferenca entre os
comportamentos predito e experimental pode ser devida a algumas insuficiéncias do
modelo, por exemplo, no tratamento de correlagbes ion-ion. Deserno et al. [16]
observaram que os modelo de células superestima de maneira sistemdtica o coeficiente
osmotico. Colby et al. [17] mostraram que em faixa intermediaria de concentragdes
(semi-diluidas), as hip6teses usadas para resolver a equagdo de Poisson-Boltzmann nio
sdo mais validas. Diehl et al. [18] observaram que as interagbes de curto-alcance entre
cadeias poliméricas podem nio ser negligenciaveis. Outras investigagdes, por exemplo,
por simulagdes Monte Carlo [19], por simulagbes de dindmica molecular [20] e por
teorias de campo [21] também ja foram utilizadas para obter um melhor entendimento
do comportamento de solugdes de polieletrélitos. Embora tais investigacbes sejam

muito importantes do ponto de vista teérico, deve-se reconhecer que é muito dificil
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aplica-las ou usar seus resultados de maneira direta em cilculos de engenharia. Essa
afirmagdo é particularmente verdadeira para o estudo de solugdes aquosas contendo um
polieletrolito e outros compostos, como sais e polimeros neutros. Ha dificuldades
relacionadas a fatores computacionais (que ainda hoje podem constituir um
impedimento) bem como A auséncia de informagdo suficiente para a aplicagcdo das
equagdes resultantes. Assim, apesar de todo o trabalho teérico anteriormente relatado,
subsiste a necessidade de modelos simplificados que possam ser aplicados na descriciio
do equilibrio de fases em solugées de polieletrélitos em concentragdes intermediarias e
altas. Tanto quanto se pbde verificar, Nagvekar e Danner [22] foram os primeiros a
buscar uma descrigfio termodinimica para esses sistemas. Eles consideraram a energia
de Gibbs excedente de uma solugio aquosa de polieletrélitos como a soma de duas
contribui¢cdes: uma de interagdes de longo alcance e outra de interagdes de curto
alcance. A contribuigdo de longo alcance foi aproximada pelos resultados de Manning
para solugGes aquosas no limite da diluicio infinita [4], enquanto para a contribuigio de
curto alcance utilizou-se a equagio NRTL modificada de Chen e Evans [23]. Nagvekar e
Danner [22] aplicaram seu modelo na correlagdo de resultados experimentais do
coeficiente virial osmético de solugées aquosas de polieletrélitos.

Khokhlov e Nyrkova [24] modificaram a equacgdo de Flory [25] para solugdes de
polimeros neutros, levando em conta a condensacgdo de contra-ions mas negligenciando
a influéncia da concentragio do polimero nesta condensacdo. Os contra-ions nio sio
tratados como espécies adicionais, mas sua influéncia é considerada na estatistica do
reticulado; a mudanga resultante no nimero de estados é causada pelo aumento no
nimero de graus de liberdade translacionais. Khokhlov e Nyrkova [24] nio
introduziram uma contribuigo adicional para levar em conta as interagbes de longo
alcance entre moléculas de polieletrélitos. Gottschalk et al. [26] apresentaram uma
extensdo desse modelo, considerando os contra-ions como espécies distintas. Esta
extensao compreende um modelo com dois parametros ajustaveis: o grau de

dissociagdo’ e um pardmetro de interagio binaria. Seguindo o trabalho de seus

1 0 termo grau de dissociagdo estd relacionado ao grau de condensagdo, e ambos fundamentalmente
exprimem o mesmo fato de pontos de vista diferentes. Se considerarmos a integridade de uma molécula
de polieletrélito (cadeia polimérica + contra-ions), em solugao aquosa ocorrerd a dissociagio idnica dessa
estrutura, e o grau de dissociacido serd a fragdo de contra-ions que se tornaram livres. Por outro lado, se

considerarmos que na auséncia de quaisquer interagdes todos os contra-ions estariam livres, em uma
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predecessores, Gottschalk et al. [26] também negligenciaram interacdes de longo
alcance. Esses autores variaram sistematicamente os parimetros ajustaveis de modo a
calcular e predizer diagramas de fases; uma de suas observagoes fundamentais é que o
aumento na densidade de cargas resulta em um aumento na solubilidade do polimero, o
que esta de acordo com o comportamento experimental.

Neste capitulo, uma extensio do modelo de Pitzer desenvolvida para a energia de
Gibbs excedente solugdes aquosas de polieletrdlitos é apresentada. A extensio consiste
de dois passos principais: a introdug¢do de um grau constante de dissociagdo (para levar
em conta os efeitos da condensacio de contra-ions) e a redefini¢io de forga iénica (para
levar em conta o fato de que a cadeia polimérica carregada nio é uma carga pontual). O
modelo é apresentado em detalhe na proxima segdo, e foi aplicado na correlagdo de
coeficientes osmoéticos de solugdes de polieletrélitos — com ou sem a adicdo de sais -
bem como ao equilibrio liquido-liquido de sistemas aquosos contendo um polieletrélito

e um polimero neutro.

6.2. Fundamentagio teérica
A energia de Gibbs (G) relaciona-se ao potencial quimico p; de um componente ;i
em solucdo por meio da equacio:

oG
W=\ 5 (6.1)

t/T.piny,,

Na termodindmica de solucges, é pratica comum expressar o potencial quimico a
partir de um estado de referéncia (em mesma temperatura, mas com composigdo cf e
presséo pref) e adicionar um termo de corregdo para o desvio com respeito a esse estado
de referéncia:

i (T b, )= (T, pe, c)+RTIna, (T, p, c) (6.2)

Para solugdes de eletrélitos, como regra utilizam-se estados de referéncia
distintos para solutos e solventes. Para o soluto, o estado de referéncia corresponde a
um estado nas mesmas temperatura e pressio da solu¢do, mas cuja composigdo depende
da escala de concentragio por meio da qual se descreve o sistema. Quando, como no

presente caso, se utiliza a molalidade (ou seja, a quantidade de matéria do soluto por

solugdo real alguns contra-fons estardo ligados & cadeia — condensados, conforme a terminologia de

Manning.
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quilograma de solvente) para expressar a concentragdo do soluto, este estado de
referéncia corresponde a uma solugio de 1,0 mol-kg-! do componente i no solvente, mas
na qual o soluto apresenta as mesmas interagées que apresentaria no estado de dilui¢io
infinita. No caso especifico de polieletrolitos, assume-se que neste estado de referéncia a
molécula esteja completamente dissociada.

W=, (T, p, interagdes : m, - 0 no solvente; composicio :m; - 1mol.kg™) (6.3)

A atividade a; do soluto ¢ introduzida para descrever a diferenca de botencial
quimico entre a solugio real e o estado de referéncia. Ela é expressa como o produto da
concentragdo (nesse caso, a molalidade m,) e o coeficiente de atividade (v:):

a; =mi-y; (6.4)

A concentragio corrige o efeito de diluigio (embora as interag¢bes ainda sejam as
mesmas do estado de referéncia), enquanto o coeficiente de atividade resulta da
diferenca nas interagdes que o soluto apresenta na solugdo real em comparacio ao
estado de referéncia. Desse modo, em uma mistura ideal a atividade do soluto sera
simplesmente sua molalidade:

a’ =m; (6.5)

0 potencial quimico do solvente (identificado pelo subscrito s) também pode ser
separado em duas contribui¢des, como apresentado na equagdo (6.2), com a diferenga
de que o estado de referéncia para o solvente é o componente puro as mesmas pressio e
temperatura da solugdo:

1, (T, p, )=p, (T, p)+RT Ina (T, p, ) (6.6)
Em modelos de solugdes de eletrélitos, a atividade a, do solvente é usualmente

calculada a partir da atividade dos solutos por meio da equagdo de Gibbs-Duhem. Em

uma mistura ideal a atividade do solvente torna-se:
a;""=exp(—M:Zm,J (6.7)

na qual o somatério ¢ feito com respeito a todos os solutos i, e M. é a massa molar do

solvente expressa em kg-mol-1,
A ndo-idealidade de uma solugdo aquosa de um polieletrdlito pode ser
quantificada pelas atividades do solvente na solugdo real e em uma solugdo ideal por

meio do coeficiente osmético ¢:
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_Ina,(T,P,m,)
- Ina,’(T,P,m,)

(6.8)

Para uma solugiio ideal, o coeficiente osmético é igual a 1,0. Em uma solugfo
ideal, o polieletrélito estd completamente dissociado, os fons n3o interagem entre si ou
com a cadeia carregada, e o solvente nio tem interagdes especificas com o polieletrélito.
Considerando que a molécula consista de 'y grupos monomeéricos, e que somente um
Unico contra-ion dissocie-se de cada unidade monomérica, a atividade da agua em uma
solugdo aquosa ideal de um polieletrélito torna-se:

Ina,’ =-M,m,(1+r,) (6.9)

Na ocorréncia da condensagio de contra-ions, somente um certo numero de ions
vp (em vez de rp) sdo dissociados da cadeia polimérica. Em solugdes suficientemente
diluidas, pode-se considerar que os solutos tenham as mesmas interagdes que em
diluigdo infinita, de modo que a atividade de agua se torna:

Ina, =-M,m,(1+v,) (6.10)
e o valor limite do coeficiente osmético (ou seja, o valor do coeficiente osmético em

diluigdo infinita do polieletrélito em agua pura) torna-se:

1
$° = lim ¢ =— 7

6.11
m,—0 1+rp ( )

Conforme a equagdo (6.11), o valor limite do coeficiente osmético de solugdes
aquosas de polieletrélitos é inferior ou igual a 1,0, e a extensdo da condensacio de
contra-fons (ou, inversamente, o grau de dissociagdo) pode ser determinada a partir
deste valor. Em solugdes mais concentradas, as interacdes entre solutos tém de ser

consideradas por meio da energia de Gibbs excedente GE:

GE=G- Y (np!")-nw(W? + RTIna) (6.12)

solutos i

em que G é a energia de Gibbs da solucio:

G= Y(np) (6.13)
componentes i

e

uw=pw +RTIn m; (6.14)

Para solugdes aquosas de eletrélitos, a energia de Gibbs excedente é comumente
escrita como a soma de duas contribui¢des, uma relacionada a interagdes de curto

alcance e outra, as interagdes de longo alcance:
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G* =G"* +GFR (6.15)

As equagdes (6.1.) e (6.15) em conjunto levam a que o coeficiente de atividade
dos solutos também seja separado em dois termos relacionados. Em uma solugdo aquosa
de um polieletrélito, o nimero de contra-ions livres é maior (algumas vezes, muito
maior) que o niimero de cadeias poliméricas. A concentragio limitante, além da qual a
energia de Gibbs excedente nio pode ser negligenciada, pode ser expressa pela
molalidade dos contra-ions livres, sendo da ordem de aproximadamente 0,01 mol-kg-1.

A equagdo de Pitzer [27,28] para a energia de Gibbs excedente de solugbes
aquosas de eletrélitos fortes de baixa massa molar é aqui utilizada como ponto de
partida para a formulagdo de uma equagio para solugdes aquosas de polieletrélitos. Em
muitas publicagdes prévias se ha mostrado que o modelo de Pitzer pode ser estendido
para a descrever a energia de Gibbs de uma solugio aquosa que contenha
simultaneamente um eletrélito forte e um polimero neutro [29,30]. Neste trabalho,
estende-se o modelo de Pitzer para solugdes de polieletrélitos.

O modelo de Pitzer inclui uma modificagio da equacio de Debye-Hiickel para as

interagdes de longo alcance relacionadas as forcas couldmbicas:

GEH* 41
m':—A(p ?ln(1+bxﬁ] (616)

Esta expressdo é adequada para a descrigdo do coeficiente de atividade de fons
em altas dilui¢des, mas ndo pode ser diretamente aplicada a solucdes de polieletrdlitos.
A principal razdo de tal restricio é o fato de que o termo de Debye-Hiickel é
desenvolvido para cargas elétricas pontuais (tais como os contra-fons livres), mas nio é
valido para cadeias poliméricas altamente carregadas, nas quais se distribuem

uniformemente muitas cargas pontuais. A equagio (6.16) deve ser entdo modificada

para redefinir a for¢a idnica, e isso é feito seguindo a proposta da expressio de Manning:

I:%Zmicr,.z,.2 (6.17)

em que o; € 0 niimero de cargas pontuais da espécie i e z; é o valor de cada carga pontual.
Para os contra-fons livres (tanto dissociados da cadeia de polieletrélito como oriundos
de sais adicionados), ¢i=1, e para a cadeia do polieletrdlito, o; é o nimero de grupos

monomeéricos efetivamente ionizados.
Das equagdes (6.16) e (6.17) pode-se obter para um soluto (cadeia polimérica,

contra-ions ou fons de outros sais eventualmente adicionados):
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2 i
Iny/® _—Awo,z,(bln(1+bﬁ)+1+bﬁJ (6.18)

e para o solvente:

. 11.5
Iny* =24 M

Y1+bJ1

Conforme Pitzer [27,28] b = 1,2 kg!/Zmol1/2. Na temperatura de 2982 K o

(6.19)

parametro do termo de Debye-Hiickel é A, =0,3914 kgl/2-mol-1/2,

O termo de curto alcance é uma equagdo virial também oriunda de Pitzer [28]:

E,SR
=Y YA A 6.20
"y M T ;ﬂ; s(mm, +§§v’§, MMy, ( )
com.:
M (=KP+2D2- (1 (1+avDexp(-oT)) (6.:21)

Destas equacdes, resulta para o coeficiente de atividade de um soluto:

Iny* —ZZAU(I)m +32 2 Amm,

JEwW J=w k=w

(6.22)

JEwkzw

~0,z;M, Y YA ( (1+ocf+—2—Jexp( ocf)}m m,
e do solvente:
InyX = —M:V(Z » (k(,.?’ +2% exp(— (l\/_))n m+3 > > Aymm mkj (6.23)
i=w jew iw jawkaw
A equagdo final para a atividade de um soluto i e do solvente (4gua) é obtida pelo

acoplamento das expressdes anteriores por meio de:

a;=m;-y;" -y (6.24)
aw=exp( M, Zm) KoySH (6.25)

As matrizes A e A sio simétricas; assim, por exemplo, AP =29 Uma solugio

aquosa de um polieletrélito consiste de dois solutos: a cadeia polimérica (parcial ou
totalmente dissociada) e os contra-ions. Assume-se que o grau de dissociagdo depende
apenas da temperatura, mas nio da concentragdo do polimero na solugdo aquosa, por
razoes posteriormente apresentadas. Além disso, interagbes entre espécies com cargas

elétricas de mesmo sinal sio negligenciadas. Considerou-se, na aplicagdo do modelo,
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todas as interagdes ternarias negligenciaveis (ou seja, Ajix = 0, para quaisquer i, j ou k),
de modo que restam para solugées aquosas de um inico polieletrélito apenas dois

pardmetros de interagdo binaria (A7) e AS), em que p e C representam a cadeia e os

contra-ions livres, respectivamente). Se a solugiio aquosa também contiver um sal, as

interagdes com os ifons oriundos desse sal devem ser levadas em conta. Por exemplo,

quando esse sal ndo contém o contra-fon, h4 dois pardmetros binarios adicionais (AP, e

1 roe A s . .
7“(2,]/4' em que Z e A representam o cition e o anion desse sal, respectivamente) e dois

pardmetros para a interagio entre os fons do sal e a cadeia polimérica ou os contra-ions

livres. Quando houver também um componente neutro I na solugdo aquosa, o modelo

contém um pardmetro adicional k(,;.’], sendo em que j representa o soluto neutro, e i, as

outras espécies em solugio. Para simplificar a aplicagdo do modelo e reduzir o ntimero
de parametros ajustaveis, assumiu-se que os parametros de interacdo binaria
relacionados a cadeias poliméricas (neutras ou carregadas) sdo proporcionais ao

numero de unidades monoméricas que a constituem:

AP = A, parak=0e1l (6.26)

]
em que 7\.,5.") € 0 parametro bindrio para interacdes entre os grupos das espéciesiej, rie
rj sao os numeros de grupos nos componentes i e j: para componentes de baixa massa

molar, r; =1, e para polimeros, r, corresponde ao ntimero de unidades monoméricas.

6.2.1. Influéncia da dissociagcdo / condensacio de contra-ions

As propriedades termodindmicas de solugdes aquosas de polieletrélitos sdo
fortemente influenciadas pelo grau de dissociagio do polieletrélito, que altera nio
somente a forca i6nica, mas também os termos de curto e longo alcance da equacdo de
energia de Gibbs. Isso pode ser demonstrado pela anélise do comportamento calculado
para o coeficiente osmético de uma solugdo de um polieletrélito com contra-fons
univalentes. Em uma solugdo com n, mols desse polieletrélito dissolvidos em um
quilograma de 4gua, considerando que a cadeia polimérica tenha op cargas elétricas
monovalentes, a forga idnica torna-se:

Ichmp (6.27)

Considerando-se somente as interagdes de longo alcance (couldmbicas) por meio

da equagdo (6.19), obtém-se para a atividade da 4gua:
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. 3 J

Ina,=In(a, v;/)= -M,m(1+c,)+ 24 M, ——_ 6.28

T AL+o,)+ 24, 1+1.241 (628
e, para o coeficiente osmético, considerando as equagdes (6.9) e (6.27):

1.5
m(1+c,)—24 — M)~
P P *1+1.2,Jo.m
o™ = PP (6.29)
mp(1+rp)

A Figura 6.1 apresenta o valor de ¢LR para um polieletrélito hipotético com 100
unidades monoméricas em fun¢io da mono-molalidade do polieletrélito para diversos
valores de grupos efetivamente dissociados da cadeia polimérica, de o, =20 ac,=80a
298,2 K. Para um dado valor constante de unidades carregadas na cadeia polimérica, o
coeficiente osmético ¢“k decresce constantemente com o aumento da molalidade do
polieletrélito. Esse fato é corroborado por resultados de simulages Monte Carlo
realizadas desconsiderando-se forcas de curto alcance [19]. Entretanto, resultados
experimentais para o coeficiente osmético revelam um comportamento distinto: este
valor aumenta com o aumento da concentragao polimérica, podendo atingir valores
superiores a 1,0. Uma das explicagées aventadas na literatura para esse fato é uma
possivel diminuigdo na condensa¢io de contra-ions (ou um aumento no grau de
dissociacdo) com o aumento da concentragdo do polieletrélito. Essa hipétese é
claramente insuficiente para explicar a situagdo em que o coeficiente osmético é
superior a unidade; desse modo, qualquer modelo que se pretenda valido para solu¢des
mais concentradas precisa considerar também interaces de curto alcance.

Esse exemplo hipotético mostra que resultados experimentais para o coeficiente
osmoético ndo podem ser usados de maneira direta para determinar o grau de
dissociagdo de um polieletrélito, exceto no limite de dilui¢do infinita. Assim, da mesma
forma que outros modelos da literatura [22,24,26], assume-se neste trabalho que o grau

de dissociagéo ndo depende da concentragio do polieletrélito em solugdo aquosa.
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Figura 6.1. Contribuigio de longo alcance do coeficiente osmético (usando a equacio de

Debye-Hiickel modificada) para um polieletrélito hipotético com 100 unidades

monomeéricas. op = 80 ( ), Gp = 60 (~--——-—--- ), Op = 40 (-+oreemeees )

6.3. Resultados e discussio

Embora haja na literatura um corpo relativamente extenso de dados
experimentais de equilibrio de fases para sistemas contendo polieletrélitos, a aplicacido
da metodologia proposta foi restrita as trés primeiras publicagdes desta série [31-33].
Tanto quanto foi possivel verificar, este constitui o unico conjunto de dados
experimentais consistente que compreende simultaneamente a distribuicdo de
tamanhos dos polieletrélitos investigados, a atividade de 4gua em sistemas contendo
polieletrélitos com ou sem a adigio de sais, e dados de composi¢do de fases liquidas em

equilibrio em sistemas contendo 4gua, um polieletrélito e um polimero neutro.
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6.3.1. Solugdes aquosas de polieletrélitos

Resultados experimentais para o coeficiente osmético a 298,2 K de solugdes
aquosas de 10 polieletrélitos foram usados na obtenc¢do de pardmetros do modelo: sais
de sddio - poliacrilato (NaPA), polimetacrilato (NaPMA), poliestireno sulfonato (NaPSS)
e polietileno sulfonato (NaPES) - e de aménio - poliacrilato (NH4PA), conforme

apresentado na Tabela 6.1. Foram ajustados os parimetros binarios (A% e A ) de

interagdo entre um grupo da cadeia polimérica p e o contra-ion C (tanto Na* ou NH4+) eo
grau de dissociagdo . O grau de dissociagio é definido simplesmente como a razio
entre o numero de unidades monoméricas ionizadas (op) € o niimero total de unidades
monoméricas (rp), e sua introdugio tem tio somente a fungdo de verificar se este
parametro seria dependente do tamanho da cadeia do polieletrélito. 0 nimero de
unidades monoméricas na cadeia do polieletrélito foi calculado a partir da massa molar
ponderada pelo nimero M, e da massa molar de uma unidade monomérica My
(conforme Tabela 6.1):
=M/ My (6.30)

O grau de dissociagdo foi inferido do valor limite do coeficiente osma@tico,
conforme a equagdo (6.11), e os parimetros de interagdo binaria foram obtidos por meio

da minimizagdo da seguinte fungio objetivo:

13 calc exp \2
OFlz\/N;((bj _¢j) (6.31)

em que N é o numero total de valores experimentais j. Os sobrescritos exp e calc
designam os resultados experimentais e calculados, respectivamente.

O conjunto de pardmetros do modelo e de valores limitantes adotados para o
coeficiente osmético é apresentado na Tabela 6.2. H4 um certo grau de arbitrariedade no
valor de gp, pois ele resulta da extrapolacio de dados experimentais com concentragdes
relativamente altas de polieletrélito - a atividade de 4gua difere muito pouco da unidade
na regidao de baixas concentragdes poliméricas, tornando a incerteza relativa
consideravel nesta regido. Um estudo sobre a sensibilidade dos pardmetros revelou que
pequenas mudangas no grau de dissociagio influenciam os parimetros binarios
ajustados sem afetar significativamente o desempenho do modelo, de modo que os
resultados experimentais podem ser descritos por diferentes conjuntos de parametros
(grau de dissociagdo e pardmetros binarios). Os conjuntos apresentados na Tabela 6.2

sdo baseados nos melhores esforgos para determinar o coeficiente osmético em
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concentracao nula de polimero. Os resultados experimentais mostram que para o
polietileno sulfonato de sédio (NaPES) e para o poliacrilato de aménio (NH4PA) o grau
de dissociagdo depende do tamanho da cadeia polimérica. Os parametros de interagio
bindria entre grupos (1{”) ndo deveriam depender do tamanho da cadeia polimérica,

pois a estrutura do polimero nio se altera. Entretanto, no caso de NaPES e NH4PA, nio

foi possivel obter valores de 1) que ndio dependessem da massa molar do polimero.

Assume-se que para esses polimeros algum pardmetro nio considerado (por exemplo, a

ocorréncia de ligagdes cruzadas) dependa do tamanho da cadeia poliméricaz.

Tabela 6.2. Resultados para a correlagdo de dados de coeficiente osmético para

solugdes de polieletrélitos.

Polieletrélito OF; AotV /kgmolt  A52/ kgmol- - b
NaPA 0,032 0,1386 -0,0135 0,300 0,31
NaPMA 0,021 0,2700 -0,2664 0,300 0,31
NH4PA 5 0,013 0,0753 0,1783 0,330 0,35
NH4PA 10 0,016 0,0923 0,0759 0,300 0,31
NH.PA 20 0,019 0,0232 0,3208 0,330 0,34
NaPSS 70 0,012 0,0126 0,5809 0,575 0,65
NaPES 2 0,012 0,0398 0,3192 0,350 0,40
NaPES 10 0,024 0,0896 0,0684 0,200 0,21

1) Os pardmetros ) pc Teferem-se a A, y,+ para sais de sodio e Apnn; Para sais de aménio

As Figuras 6.2 e 6.3 apresentam os resultados da aplicagdo do modelo proposto
na correlacdo de coeficientes osmoéticos de solucdes de NaPA e NH4PA, respectivamente.
O desvio entre os dados experimentais e os resultados da correlagio é
aproximadamente da mesma ordem de grandeza da incerteza experimental. Deve-se ter

em mente que o coeficiente osmotico é mais sensivel a esta incerteza do que a atividade

2 Os experimentos de GPC ndo revelaram, em principio, a presen¢a de contaminantes de baixa massa
molar nas amostras usadas na obtencdo de dados de atividade de agua. Especificamente no que diz
respeito as amostras de NH4PA 10 e 20, os dados de GPC mostram os mesmos valores de massas médias
ponderadas [31]; as diferentes curvas de atividade de dgua podem, dessa maneira, estar ligadas a

diferencas de estrutura.
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de agua, grandeza da qual deriva. Embora uma correlagdo adequada tenha sido obtida,
os resultados para o NaPA apresentados na Figura 6.2 mostram que a hipétese de que o
pardmetro de interagio de grupo nio depende do tamanho da cadeia do polieletrélito
pode ser excessivamente restritiva. Dados da literatura usualmente revelam uma
pequena dependéncia no coeficiente osmético com respeito ao tamanho da cadeia
polimérica; entretanto, essa influéncia pode ser, na maioria das vezes, creditada 3
incerteza experimental, o que justifica o uso da equagdo (6.26). Se efeitos de grupos
terminais ou outros fenémenos resultarem em uma dependéncia mais acentuada, a
adogdo desta equagiio deve ser reconsiderada - o que, de resto, pode ser feito sem que
se modifique a forma do modelo proposto. Uma observagdo mais atenta aos dados de
solugdes aquosas de NH4PA mostra que o NH4PA 5 e o NH4PA 20 possuem
aproximadamente o mesmo grau de dissociagio, enquanto o grau de dissociacdo do
NH4PA 10 apresenta-se ligeiramente inferior. Além disso, os resultados experimentais
para NH4PA 5 e NH4PA 20 mostram um comportamento diferente daqueles relativos ao
NH4PA 10, de modo que se pode atribuir a inaptidio do modelo em descrever todos os
dados de solugdes de NH4PA com um tnico conjunto de pardmetros nio tanto a uma
deficiéncia do modelo em si, mas a particularidades das amostras poliméricas
investigadas (conforme ja comentado). Apesar disso, como cada conjunto de pardmetros
foi ajustado aos dados de cada polieletrélito, esses resultados mostram que a capacidade

estritamente correlativa do modelo é alta.
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Figura 6.2. Coeficientes osméticos de solug¢des de NaPA a 298,2 K. Dados experimentais

[31]: m, NaPA 5; 0, NaPA 15. Modelagem: ( ).
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Figura 6.3. Coeficientes osméticos de solugdes de NH4PA a 298,2 K. Dados
experimentais [31]: m, NH4PA 5; 9, NH4PA 10; A, NH4PA 20. Modelagem:
( ), NH4PA 5; (weeresseseese ), NH4PA 10; (----------- ); NH4PA 20.
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Estas figuras também revelam o problema que a extrapolagio dos resultados
para concentragdes poliméricas baixas pode causar. Isso pode ser visto de maneira mais
adequada quando uma escala logaritmica é usada, como apresentado na Figura 6.4 para
o NaPA 5. Mesmo considerando que o padrio tipico de uma solugdo aquosa de um
polieletrdlito é reproduzido pelo modelo, um exame mais detalhado dos resultados da
correlagdo para solugdes diluidas mostra que um ponto de minimo na curva do
coeficiente osmético é predito em concentracdes baixas. Este ponto de minimo é
resultante das contribui¢des opostas das interacbes de curto e longo alcances - a
contribuigdo de longo alcance leva a um decréscimo no coeficiente osmoético, como
mostrado anteriormente. Ndo hd uma confirmagio experimental desse comportamento;
em termos praticos, ele é perfeitamente negliglenciavel, pois a incerteza experimental
nessa faixa de concentragdes poliméricas é maior que o efeito em si. Entretanto, algumas
simulagdes Monte Carlo mostram um padrio semelhante [19], o que esta relacionado as
contribuicbes eletrostatica e de esferas rigidas ao coeficiente osmético, e seu efeito

oposto sobre esta propriedade.

1,0

0,4

0,8 1 1
71 0,3 -\_/
] L]

0,2 A

0'0 T T T T e T rrrorrrrr T T T rrTrTT

0,001 0,01 01 1

Wnapa

Figura 6.4. Coeficientes osmoéticos de solucdes de NaPA 5 a 298,2 K. Dados

experimentais [31], m, e modelagem, ( )
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6.3.2. Solugdes aquosas de um polieletrdlito e um sal

0 modelo foi também utilizado para a descricdo de coeficientes osméticos de
solugbes aquosas de polieletrélitos e cloreto de s0dio; os resultados sdo apresentados na
Tabela 6.3. Para evitar a introducdo de parimetros ternirios, os pardmetros bindrios

2@ e AW

o + o foram ajustados a dados na mesma faixa de concentragdes investigada;
Na™,Cl Na™,Cl B

0)

50 AL - . 1.0 _ . . £y A
seus valores s3o )»Na+,CI_ =0,0680 kg-mol-! e 7\,N3+’c1_ = 0,1448 kg-mol-1. H4 dois pardmetros

adicionais para as interacées entre os grupos monoméricos da cadeia do polieletrélito p

e do 4nion cloreto, xg’gl_ e ngl_. Os parametros de interagdo resultantes do ajuste e os

valores da fungio objetivo OF;, equacdo (6.17), sdo apresentados na Tabela 6.4.

Tabela 6.3. Conjuntos de dados de coeficiente osmético para solugdes de polieletrélito e

NaCl a 298,2K [32]

Polieletrélito Nimero de dados?
NaPA5 12
NaPA 15 28
NaPMA 6 33
NaPMA 15 14
NH4PA 5 12
NH4PA 10 12
NH4PA 20 9
NaPSS 70 42
NaPES 2 9
NaPES 10 35

1} Esses valores correspondem somente aos dados para os quais as concentragdes de polieletrélito e de sal

ndo sdo nulas.
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Tabela 6.4. Resultados para a correlagio do coeficiente osmoético para solugdes de

polieletrélito e NaCl

(0} (1)

Polieletrdlito OF1 7“,,,1:1- / kg'mol1 Xp’m_ / kg-mol-1

NaPA 0,028 -0,0053 0,2175
NaPMA 0,017 0,0639 0,0088
NH4PA 5 0,008 0,0379 0,0862
NH4+PA 10 0,012 0,0412 0,0507
NH4PA 20 0,013 0,0356 0,0228
NaPSS 0,007 0,0251 0,3551
NaPES 2 0,015 0,0546 -0,1166
NaPES 10 0,014 -0,1269 0,4626

Como se poderia esperar da segdo anterior, para sistemas com NH4PA e NaPES o
pardmetro de interagio bindria depende do tamanho da cadeia polimérica. Alguns
resultados da correlagdo sio apresentados na Figura 6.5. Para permitir a representacio
simultdnea das concentragdes de sal e polieletrélito, utilizou-se na abscissa desta figura
a molalidade total, ou seja, a soma da molalidade de grupos monoméricos no polimero
(ou mono-molalidade) e da molalidade do sal. Pela metodologia usada nas medidas
experimentais (medidas isopiésticas) [32], um conjunto de dados com atividade de agua
constante compreende uma série de composigdes variando entre uma solugio livre de
sal e uma solugdo livre de polieletrélito. As diferencas entre os dados experimentais e a
correlagdo sdo mais significativas em atividades de 4gua menores (ou seja, em
concentragoes maiores de soluto). Ndo ha uma maneira direta de determinar se este
comportamento é resultado de uma deficiéncia do termo de longo ou de curto alcance
do modelo. Em altas concentragdes de polieletrélito, a presenca de um sal de sédio (ou
seja, um sal com o mesmo cition como contra-fon) pode favorecer a condensacio de
contra-fons e, conseqiientemente, resultar em um grau de dissociacio menor. Esse
comportamento foi observado, por exemplo, em simulagdes moleculares da protonagio
de polidcidos em 4dgua salina [34]. Entretanto, o modelo nio leva esse efeito em conta;
fazé-lo requereria ao menos um pardmetro adicional, mas o grau de dissociagio em
solugbes concentradas ndo pode ser diretamente determinado de dados de coeficiente

osmético (como mostrado anteriormente). A precisdo relativamente limitada dos dados
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experimentais para a atividade de agua ndo permitiria o ajuste confidvel de um

parametro adicional.
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Figura 6.5. Dados de atividade de dgua para solugdes de NaPA 5 e NaCl a 298,2K.
0, dados experimentais [33]; (------=-~---- ), modelagem de sistemas isentos de sal
(WNac1 = 0); (eerereeeee ), modelagem de sistemas isentos de polieletrélito

(Wnara = 0); ( ), modelagem das linhas de igual atividade de agua.

6.3.3. Equilibrio liquido-liquido

Os dados de equilibrio liquido-liquido de sistemas aquosos bifasicos contendo um
polieletrélito e polietileno glicol (PEG)3 aos quais se aplicou o modelo proposto estdo
apresentados na Tabela 6.5. Todos os dados experimentais foram obtidos de uma
publicagdo prévia [33], na qual sio apresentados dados de equilibrio para 19 diferentes
sistemas com 4 PEG’s de tamanhos diferentes. Como apresentado na Tabela 6.5, a massa
molar (ponderada pela quantidade de matéria) desses PEG’s varia entre 6,7 kg'mol-1 e

103 kg'mol, e as amostras sio praticamente monodispersas.

# A distingdo introduzida entre PEG e PEO em Tabelas e Figuras é feita em respeito 3 fonte original dos
dados [33]: oriundos de monémeros independentes, os dois polimeros sio idénticos, reservando-se
usualmente a denominagio PEQ para cadeias maiores (embora na literatura se encontrem distingdes mais

apropriadas). Para evitar uma repetigio desnecessaria, o texto faz mencdo somente ao PEG.
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Tabela 6.5. Conjuntos de dados de equilibrio liquido-liquido de polieletrélitos + PEG /
PEO a 298.2 K[33].

Polieletrdlito PEG / PEO Numero de dados

NaPA 5 6 3
34 3

53 4

103 3

NaPA 15 6 4
34 4

53 4

103 2

NaPMA 6 6 4
34 4

NaPMA 15 6 4
34 4

NaPES 2 34 4
53 2

103 2

NaPES 10 6 3
34 5

53 4

103 3

Tabela 6.6. Caracterizagio das amostras de PEG / PEO: massa molar ponderada pela

quantidade de matéria (M) e pela massa (M) [33].

Polimero My / g'mol-1 My / g-mol-1 Ip
PEG6 6700 6950 152
PEG 34 34400 35700 781
PEO 53 52900 - 1201

PEO 103 103000 - 2338
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Dentro do escopo do modelo desenvolvido, um polimero neutro é caracterizado
pela natureza da unidade monomérica e pelo niimero de unidades na cadeia polimérica.
O nimero de unidades é calculado também pela equagdo (6.30), considerando que a

massa molar de uma unidade é My = 44,05 gmol-1. Como o PEG é um polimero neutro, o

pardmetro binario A7) ... foi considerado nulo. O parimetro de interagdo binaria

Mo pec foi determinado a partir do ajuste de dados experimentais em solugdes aquosas

de varios PEG’s [35], e é igual a 8,909-10-3 kg'mol}; nesse ajuste, assumiu-se que este
pardmetro bindrio ndo depende da massa molar do polimero. O termo relacionado 3
forga idnica na equagdo osmética virial foi também negligenciado para as interagdes

entre o polieletrélito p e uma unidade monomeérica do PEG (XY= 0). O parametro

binario restante KE,‘T),,EG foi ajustado aos dados experimentais de equilibrio liquido-

liquido pela minimizagio da seguinte fungdo-objetivo:

2 2

1 zZ caic exj
Of= Jﬁz 2. Z(Wi.f’.j -wit) (6.32)

J=1 f=1i1
em que w, .. € a fragdo mdssica do polimero i na fase f determinada no experimento

numero j, e a soma é conduzida considerando todos os polimeros e fases por todos os N
pontos experimentais; como anteriormente, os sobrescritos exp e calc designam os
resultados experimentais e calculados pelo modelo, respectivamente. As composicdes
calculadas foram obtidas considerando a separacdo de fases liquidas de um sistema
hipotético cuja composigio global corresponderia aquela obtida pela adi¢io de massas
iguais das duas fases liquidas determinadas experimentalmente (ou seja, o ponto médio
dalinha de amarragio experimental). Como anteriormente, assumiu-se que o parametro

binario k(p("),,m ndo depende da massa molar dos polimeros. Os pardmetros de interacio e

os valores de OF; obtidos sdo apresentados na Tabela 6.7. Observa-se que o modelo
permite uma correlagdo adequada das composi¢des em equilibrio, o que pode ser visto
nas Figuras 6.6 a 6.9, nas quais se apresentam os resultados para os sistemas NaPA 5 e
PEG’s. A correlagdo é muito boa para sistemas com PEG’s de alta massa molar; nesses
casos, a concentragdo do polieletrodlito na fase rica em PEG é muito pequena, enquanto
que a fase rica em polieletrélito contém uma concentragao razoavel (fragio mdssica de
alguns centésimos) de PEG. Em sistemas com a menor cadeia de PEG (especificamente o

PEG 6, conforme Figura 6.6) a fase rica em PEG contém ainda uma concentragio
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razoavel (também alguns centésimos em fragdo massica) do polieletrolito. A
consideragdo de que o pardmetro binario kﬂm seja independente da massa molar nio
permite descrever todos os dados experimentais de maneira adequada: esta hipétese é

tanto mais restritiva quanto menor for a massa molar do PEG. Entretanto, uma boa

correlagdo dos dados experimentais para sistemas com PEG 6 pode ser obtida pelo

ajuste simultdneo dos parametros A0}.. e A, aos dados desses sistemas, como

apresentado na Figura 6.10 - ainda que neste caso o modelo perca sua capacidade de

predizer a influéncia da massa molar dos polimeros no diagrama de fases.

Tabela 6.7. Resultados para a correlagdo do equilibrio liquido-liquido de sistemas

aquosos contendo um polieletrélito e polietileno glicol.

+(0)

Polieletrélito OF; Apec,p / kgmol-1
NaPA 0,012 0,0490
NaPMA 0,013 0,0427
NaPES 2 0,016 0,0510

NaPES 10 0,008 0,0360
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Figura 6.6. Equilibrio liquido-liquido de sistemas aquosos contendo NaPA 5 ePEG6a
298,2 K. ¢, composigdes experimentais de equilibrio [33]; (----------- ), linhas de

amarracao experimentais; ( ), modelagem.
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Figura 6.7. Equilibrio liquido-liquido de sistemas aquosos contendo NaPA 5 e PEG 34 a
298,2 K. 0, composigdes experimentais de equilibrio [33]; (----------- ), linhas de

amarragdo experimentais; ( ), modelagem.
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Figura 6.8. Equilibrio liquido-liquido de sistemas aquosos contendo NaPA 5 e PEO 53 a
298,2 K. 0, composigdes experimentais de equilibrio [33]; (----------- ), linhas de

amarracdo experimentais; (. ), modelagem.
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Figura 6.9. Equilibrio liquido-liquido de sistemas aquosos contendo NaPA 5 e PEO 103 a
298,2 K. ¢, composicdes experimentais de equilibrio [33]; (----------- ), linhas de

amarrag¢ao experimentais; ( ), modelagem.
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Figura 6.10. Equilibrio liquido-liquido de sistemas aquosos contendo NaPA 5 e PEG6a
298,2 K. 0, composigdes experimentais de equilibrio [33]; (----------- ), linhas de

amarracao experimentais; ( ), modelagem (correlagdo com parametros livres).

Embora seja senso comum que um mesmo conjunto de pardmetros de um modelo
de energia de Gibbs excedente raramente possa ser usado para descri¢do simultinea de
equilibrios liquido-vapor e liquido-liquido, pode-se observar que uma boa correlagio foi
conseguida para ambos os tipos de equilibrio. Este fato est4 relacionado a dois efeitos: o
modelo descreve muito bem a atividade de agua de solugdes de polimeros hidrofilicos, e

a separagdo de fases liquidas é resultante das interagcdes menos atrativas entre os dois

olimeros (relacionadas ao parametro A% . Assim, o equilibrio liquido-vapor em um
p P, PEG

sistema dgua + polimero é dominado por interagbes entre as moléculas poliméricas na
fase aquosa, enquanto a separacdo de fases liquidas resulta predominantemente da
interagdo entre os polimeros diferentes. Como os diferentes tipos de parimetros foram
ajustados a resultados experimentais dos distintos tipos de equilibrio, a correlagio final

consegue descrevé-los adequadamente.
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6.4. Conclusoes

O modelo de Pitzer foi estendido para a modelagem de solugdes aquosas de
polieletrélitos. Com a hipétese de que o grau de dissociagdo de um polieletrélito nio
depende de sua concentragdo na solugio aquosa, e introduzindo uma modificacio na
expressio de forca idnica, foi possivel correlacionar adequadamente resultados
experimentais para a atividade de 4gua em solugdes aquosas de polieletrélitos (na
auséncia ou na presenca de um sal) e o equilibrio liquido-liquido observado em ‘sistemas
contendo agua, um polieletrélito e um polimero neutro. Embora o modelo negligencie
alguns fenémenos que podem ocorrer em solugdes de polieletrélitos (por exemplo, a
eventual mudanga no grau de dissociagio causada pela adicio de sais ou pela variacio
na concentragdo do polieletrélito, e o elongamento da cadeia polimérica causada pela
presenca de cargas de igual sinal), ele permite uma boa correlacdo do comportamento

de fases dos sistemas investigados.

6.5. Nomenclatura

Letras latinas

aw atividade de 4gua

Ay parametro da equagio de Debye-Hiickel [0,3914 kg!/2-mol-1/2 3 298,2 K]
b parametro da equagéo de Pitzer [1,2 kgl/2mol-1/2]

c composicao

G energia de Gibbs

GE energia de Gibbs excedente

GELR contribuigdo de longo alcance i energia de Gibbs excedente
GE SR contribuicdo de curto alcance a energia de Gibbs excedente
I for¢a idnica [mol.kg]

mj molalidade da espécie i [mol-kg1]

mp molalidade do polieletrdlito [mol-kg1]

M, massa molar ponderada pelo niimero de mols [kg:mol-]
M: massa molar do solvente [kg-mol-]

M, massa molar da unidade monomérica

My massa molar ponderada pela massa

M, massa molar da agua [0,018 kg-mol-1]
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Wi

Zi

quantidade da substancia i [mol]

numero de dados experimentais

pressdo

constante universal dos gases [8,314 J-mol-1-K-1]
nimero de unidades monomeéricas do polimero
temperatura [K]

fragdo massica da espécie i

carga pontual da espécie i

Letras gregas

a

~ )

Hi

pardmetro do modelo de Pitzer [2,0 kg1/2-mol-1/2]

fragdo de unidades monoméricas dissociadas de um polieletroélito p
coeficiente osmético

contribui¢do de longo alcance ao coeficiente osmético

valor limite do coeficiente osmético em diluigdo infinita

coeficiente de atividade da espécie i

contribuicdo de longo alcance ao coeficiente de atividade da espécie i
contribui¢do de longo alcance ao coeficiente de atividade da agua
contribui¢io de curto alcance ao coeficiente de atividade da espécie i
contribuicdo de curto alcance ao coeficiente de atividade da agua

segundo coeficiente virial do modelo de Pitzer relacionado 3 interagio
entre espéciesi e j [kg-mol-1]

pardmetro de interagido do modelo de Pitzer, equacdo (6.21) [kg-mol-1]

parametro de interagdo do modelo de Pitzer, equacdo (6.21) [kg:mol-1]

pardmetro de interagfio entre grupos, equagio (6.26) [kg-mol-1]

matriz de pardmetros de interagio binaria

terceiro coeficiente virial do modelo de Pitzer relacionado 3 interagdo
entre espécies i, j e k [kg2mol-2]

matriz de parametros de interacio ternaria

potencial quimico do composto i
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Vp valor limite do nimero de unidades monoméricas dissociadas
Ci naimero de cargas pontuais da espécie i
Subscritos
anions
p polieletrélito
s solvente
C contra-ion
w agua
Z cation
Sobrescritos
calc calculado
exp experimental
MI mistura ideal
ref estado de referéncia
Abreviagoes
OF1 fungdo-objetivo definida pela equagio (6.31)
OF; fungdo-objetivo definida pela equagio (6.32)
PEG polietileno glicol

6.6. Nota adicional
Embora néo seja evidente deste texto, a interpretagiio de dados de coeficiente
osmotico de solugdes de polieletrélitos (sem a adigiio de outros sais) é um tema nio
isento de controvérsia. A principal questiio esta na relaco entre o coeficiente osmético e
o nimero de espécies em solugdo (do qual deriva a informacio sobre o grau de
condensagdo ou dissociagdo). Ndo é incomum que se considere valida a lei de Raoult
para o solvente - o que equivale a considerar vélida a equagio (6.11) fora do limite
mp—0, estabelecendo-se a igualdade:
_ 1+v,
1+ r,

(6.33)

Quando se analisa a forma geral da curva de ¢ (por exemplo, as Figuras 6.2 a 6.4),
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observa-se que o valor de ¢ aumenta com o aumento da concentragdo de polieletrélito;
€sse comportamento € comum a solugdes de polieletrélitos sintéticos e naturais. Se este
comportamento for considerado em conjunto com a equacdo (6.33), a conclusio direta
seria de que o grau de dissociagdo aumenta com o aumento da concentragio de
polieletrdlito. Antes de investigar a validade do modelo proposto, foi necessario
demonstrar que essa analise nio seria vilida fora do limite m,—0, o que foi feito
introduzindo o termo de longo alcance na expressdo do coeficiente osmético, conforme a
equagdo (6.29). Independentemente de qualquer consideragio adicional, o uso do termo
de Debye-Hiickel, nesse caso, justificar-se-ia por serem os contra-ions livres tio somente
ions em solugio. A consideragdo de que a lei de Raoult nio é valida em concentragoes
intermediarias de polieletrélitos é uma hipétese mais justificavel do que a consideragio
de sua validade, por ser menos restritiva - até mesmo porque, caso o termo de longo

alcance fosse negligenciavel, os resultados assim o demonstrariam.
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7.Modelagem termodinimica da solubilidade de proteinas em fungio do pH

Resumo

Neste capitulo apresenta-se o desenvolvimento de relagdes termodinimicas
entre a solubilidade de uma proteina e o pH da solugdo em que se encontra. As hipéteses
subjacentes ao desenvolvimento sdio a validade da lei de Henry para a protefna em
solugdo e o fato de que o equilibrio solido-liquido se estabelece somente com moléculas
neutras. O desenvolvimento matemético resulta em uma expressdo para a curva de
solubilidade como funcio das constantes de equilibrio de ionizagdo, do pH e da
solubilidade no ponto isoelétrico da proteina. Demonstra-se que os mesmos resultados
podem ser obtidos tanto pelo calculo direto da fracdo de moléculas neutras quanto pela
integracdo da curva de solubilidade em fun¢do da carga média da proteina. A
metodologia foi aplicada com sucesso na descrigio das curvas de solubilidade de
insulina (em trés diferentes temperaturas) e B-lactoglobulina (em solugdes de quatro

diferentes forgas idnicas).

7.1. Introdugio

A maioria dos protocolos de purificacdo de proteinas inclui ao menos uma etapa
de precipitagdo ou cristalizago. Estas operag6es unitrias envolvem a formagio de uma
fase sélida rica em proteina a partir de uma solugdo aquosa contendo essa proteina. Tal
separacdo de fases é obtida por meio de mudangas nas propriedades desta solugdo
aquosa - por exemplo, pH, forga i6nica, temperatura e concentracao de co-solventes.
Embora a cinética tenha um papel relevante na distingdo entre precipitagio e
cristalizacdo, em ambos os casos estabelece-se um equilibrio de fases entre a fase sélida
rica em proteina e a solugio a partir da qual é formada.

A dificuldade no desenvolvimento de modelos para este equilibrio sélido-liquido
advém fundamentalmente da complexidade inerente 3 modelagem de solugdes protéicas
- embora a natureza do precipitado formado também seja objeto de investigagdes [1,2].
Tal complexidade, por sua vez, é devida ao ndimero de fatores que podem afetar o
comportamento de proteinas em solugio, o que se reflete na multiplicidade de

abordagens propostas para sua descricio.
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Alguns dos modelos propostos para o estudo de solugdes protéicas sdo baseados
no formalismo de McMillan & Mayer, e compreendem uma equacdo de estado para a
pressdo osmética, que pode ser tanto uma expansio virial [3] quanto uma equagio
baseada na teoria da perturbagio [4]. Estas equagdes ajudam a elucidar o papel dos
diversos fatores que afetam o comportamento de fases de proteinas e tém base fisico-
quimica consistente, mas nio podem ser diretamente utilizadas (ao menos nio em sua
estrutura atual) para a predi¢io da curva de solubilidade em condi¢gdes praticas de
engenharia. Deve-se lembrar que os préprios fundamentos deste tipo de abordagem
ainda sdo objeto de pesquisa intensa [5,6].

Por outro lado, modelos baseados no formalismo de Lewis & Randall podem ter
uma base tedrica mais ténue, mas oferecem a vantagem de serem mais facilmente
utilizaveis. Nesse caso, modificagdes de modelos de energia de Gibbs excedente, como a
equagdo UNIQUAC, sdo utilizadas na correlagio de curvas de solubilidade [7] ou de
dados de coeficiente de atividade [8]. Parametros destes modelos podem ser mais
diretamente relacionados a condigdes experimentais — por exemplo, aos resultados de
experimentos de precipitagio [7].

Uma questéo especifica que precisa ser levada em consideragdo na modelagem do
equilibrio sélido-liquido de proteinas é o fato de a carga das moléculas protéicas ser
dependente do pH da soluggo. A solubilidade de uma proteina teoricamente é minima
em seu ponto isoelétrico (pl), ou seja, no pH em que a carga média das moléculas
protéicas € nula. Este fato é o fundamento da chamada precipitacio isoelétrica, na qual a
formacdo da fase sélida é induzida alterando-se o pH da solugio para valores préximos
ao pl da proteina que se quer precipitar.

A relagdo entre a solubilidade de proteinas e o pH das solugdes que as contém
tem sido objeto de pesquisas desde a primeira metade do século passado. J4 em 1931,
Green [9] desenvolveu um modelo baseado na hipétese de que a hemoglobina em
solugdo se comportasse como um eletrélito divalente (uma base ou um acido). Quase
uma década depois, Gronwall [10] retomou um trabalho anterior de Linderstrgm-Lang
[11] e desenvolveu uma formulagio simples - mas notivel - para o problema,
relacionando a curva de solubilidade de uma proteina a seu perfil de cargas.

Mais recentemente, Pinho et al. [12], Khoshkbarchi e Vera [13] e Tseng et al. [14]
investigaram a modelagem da solubilidade de aminoécidos. Em termos gerais, estes

autores levaram em conta o estado de ionizagio (devido aos grupos terminais
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ionizdveis) e a ndo-idealidade da fase liquida por meio de modelos de energia de Gibbs
excedente. Pinho et al. [12] aplicaram o modelo UNIFAC em conjunto com um termo de
Debye-Hiickel na predigio da curva de solubilidade (em fungdo do pH) dos aminoacidos
glicina, D-alanina, L-serina e DL-valina. Khoshkbarchi e Vera [13] desenvolveram um
modelo simplificado de perturbago (com referéncia de esferas rigidas) para o calculo
do coeficiente de atividade de aminoicidos e peptideos, estudando o efeito do pH na
solubilidade da glicina. Baseando-se em Pradhan e Vera [15], Tseng et al. [14] aplicaram
o modelo NRTL para a modelagem de solugdes de aminoacidos, obtendo boa
concordancia com os dados experimentais. Seyfi et al. [16] aplicaram o modelo SAFT
para a predi¢do da curva de solubilidade de DL-metionina em fun¢do do pH em trés
temperaturas diferentes. Finalmente, Tjong e Zhou [17] realizaram simulacbes de
dindmica molecular para gerar a curva de solubilidade de insulina suina e ribonuclease,
por meio do célculo de energia de transferéncia.

Neste trabalho apresenta-se uma metodologia para o calculo da curva de
solubilidade de protefnas em fun¢do do pH nas proximidades do ponto isoelétrico. A
metodologia desenvolvida é baseada no calculo da fracio de moléculas protéicas
neutras, que ¢ realizado por meio da aplica¢io da equacgido de Henderson-Hasselbalch a
todos os grupos ionizaveis da proteina. Uma expressdo analitica obtida estendendo-se a
abordagem de Linderstrgm-Lang [11] e Grénwall [10] também foi desenvolvida, e uma
demonstragdo matematica da equivaléncia entre os resultados de ambas é apresentada.
Tanto quanto se pdde verificar, esta é a primeira descri¢do analitica da solubilidade de

uma proteina em fungio do pH e de sua estrutura primaria.

7.2. Fundamentagio tedrica

Considerando que a fase sélida é tnica e formada apenas por moléculas protéicas,
e negligenciando a influéncia da pressido sobre o potencial quimico, a condi¢do de
equilibrio sélido-liquido pode ser escrita como:
Wy (T,X) =, (T) (7.1)
em que X denota a composi¢io da fase liquida. Conforme esta equagio, mantida
constante a temperatura, o potencial quimico da proteina em solu¢do deve permanecer
constante, uma vez que o potencial quimico da fase sélida nio é afetado por mudangas

de condi¢des na fase liquida.
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Nas concentragbes comumente encontradas em processos de purificagdo de
bioprodutos, proteinas estdo suficientemente diluidas para que se possa considerar que

a lei de Henry é valida. Neste caso:

po(T,x)=p7 (T, x7 )+RTInx, (7.2)

P
em que o estado de referéncia é o componente em uma solugio ideal de concentragio
unitaria - também conhecido como estado de referéncia de diluicdo infinita.

O efeito do pH nas propriedades de proteinas em solugio (e conseqliientemente
em sua solubilidade) advém do fato de que a carga das moléculas protéicas depende do
pH da solugdo em que se encontram. Este fato poderia ser levado em conta, na equagio
anterior, de duas maneiras. Em uma primeira abordagem, pode-se considerar que todas
as moléculas de proteina tenham a mesma carga elétrica - um valor médio. Neste caso, o
estado de referéncia (que se refere a um estado especifico da molécula em uma
determinada solugdo) e a concentragdo de equilibrio alterar-se-iam, de maneira a
satisfazer a igualdade das equagbes (7.1) e (7.2). Embora curvas de titulagdo
experimentais apresentem a carga média da proteina em fungio do pH, tal abordagem,
se aplicada ao célculo do equilibrio sélido-liquido, traria um problema: uma molécula
protéica ndo pode ter uma carga liquida fracionaria.

Uma segunda abordagem consideraria que uma protefna em solug¢o na realidade
€ uma mistura de moléculas protéicas com distintas cargas (discretas), e que para cada
estado de ionizagdo uma equagio similar a equagio (7.2) seria vilida. Alterando-se o pH
da solugdo, a fragdo de moléculas protéicas em cada um dos estados de ionizagido
mudaria, e esta mudan¢a resultaria em uma variagdo na solubilidade. Assim, para
estabelecer a relagdo entre pH e solubilidade, seria necessario conhecer nio a carga
média das moléculas protéicas, mas qual fragio de moléculas protéicas possui cada valor

de carga liquida.

7.2.1. Distribuigao de cargas

Um principio fundamental (embora muitas vezes negligenciado) aplicivel ao
célculo do equilibrio sélido-liquido é a condigio de eletro-neutralidade: qualquer fase
em equilibrio deve ser eletricamente neutra. Esta condigdo traz pouca informacio sobre
a fase liquida em si (pois pode haver muitas espécies com diferentes cargas em solugdo),
mas estabelece uma condigdo essencial para a fase sélida: se ela é formada por um tnico

tipo de molécula, esta molécula deve ser eletricamente neutra.
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Feita esta restri¢io, observa-se que a equacgao (7.1) nio deve ser satisfeita por
todas as moléculas protéicas em fase liquida, mas apenas por aquelas com carga liquida
nula. Como consegqiiéncia da equagdo (7.2), a concentragio de moléculas neutras deve
permanecer constante em virtude da condigio de equilibrio, mesmo que o pH varie
(considerando-se que a mudanga de pH, mesmo sendo efetivamente uma alteragio na
concentragdo de fons H* e OH-, nio altere o potencial quimico de referéncia em virtude
da correspondente alteragdo na composicio do solvente), Entretanto, ao variar o pH, a
fragdo de moléculas protéicas com carga liquida nula varia, o que faz com que a
concentracdo total de proteina em equilibrio mude, de modo que a concentra¢ido de
moléculas neutras permaneca constante.

A concentragio de moléculas neutras pode ser obtida pelo produto da
solubilidade (concentracio total de proteina em solugio, independentemente da carga
de suas moléculas) pela fragdo de moléculas neutras. Assim, a condi¢do de equilibrio
sOlido-liquido torna-se:

X, =9,(pH)- S(pH) = constante (7.3)
em que Xo € a concentragio (fracio numérica) de moléculas protéicas neutras em fase

liquida, ¢, é a fracio de moléculas protéicas neutras, e S é a solubilidade. A curva de
solubilidade pode ser descrita pela seguinte equagio:

S(pH) =%§§”” (7.4)

em que o ponto isoelétrico é tomado como referéncia para o uso da equagdo (7.3).

Para calcular a fragdo de moléculas neutras, é necessario considerar que todos os
residuos efetivamente ionizaveis e todos os grupos amina ou acido carboxilico terminais
estabelecem um equilibrio quimico com o fon H*: para certo valor de pH, cada um desses
grupos pode ou nio estar eletricamente carregado. Se a protefna tem n grupos ionizaveis
- em que n inclui os residuos ionizaveis e os grupos terminais - o nimero de estados de
ionizagéo possiveis é:
y=2" (7.5)

Apenas algumas dessas configuragoes corresponderdo a moléculas neutras. Seja k
uma determinada configuragio entre os U estados possiveis - em que o termo

configuragdo é usado para identificar certo estado de ionizagdo da proteina, ou seja, um
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estado especifico de cada grupo ionizavel. Seja €[j,k] a carga do grupo j na configuragio
k. Este valor pode ser +1 ou 0 para grupos alcalinos, que se ionizam conforme a reagio:
—~NH; == —NH, +H"* (7.6)

e -1 ou 0 para grupos acidos, que se ionizam conforme a reacio:

—~COOH == -C00™ +H* (7.7)

A carga liquida ¢ de uma molécula protéica na configuracdo k é dada por:

clkl=) elj.k] (7.8)

n

j=1
Uma aproximagéo usual no calculo de cargas protéicas é a consideragio de que o
estado de ionizag¢do de um grupo no altera o equilibrio dos outros grupos ioniziveis na
mesma molécula. Considerando-se que a equagio de Henderson-Hasselbalch seja valida
para cada grupo, a fragdo (aj) de moléculas protéicas que tem o grupo j ionizado pode
ser calculada por meio de:

a

! J (7.9)

pPH=pK, —v; IOg[l—aj
em que pKy; é o co-logaritmo decimal da constante de ioniza¢do do grupo j - conforme as
equagdes (7.6) e (7.7) - e v; é o estado carregado do grupo j (v; é igual a -1 para grupos
acidos e +1 para grupos alcalinos).

A fragdo de moléculas em certa configuragio k é igual a:

¢[k]=]ja;. (7.10)

em que:

.oy se ¢g[jk]=0

af*{1—a,. se  &[j,k]=0 (7.11)

da qual resulta:

OK1=T (1~ )= jolj, kD) +a, v €[, k]) (7.12)
j=1

A fragdo de moléculas em uma dada configuragio com carga total nula pode ser

deduzida desta ultima equagio, sendo dada por:

; , -1
¢[k]=ﬂ[ 1 {14-2";ij[g[j,k]@loﬂn—pmj_(VJZ _vj[e:[j,k]”]J (7.13)

71| 1+10P5Pa |

em conjunto com a restrigio:
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n

D e[j,k]=0 (7.14)

=1

A fragdo de moléculas em certa configuragdo neutra k é proporcional & fragdo de
moléculas em outra configuracio neutra m, m# k, e esta propor¢io nio depende do pH.
Assim, é irrelevante qual configuragdo especifica seja escolhida para o calculo da curva
de solubilidade por meio da equagdo (7.4), desde que a equagio (7.14) seja satisfeita.
Acoplando-se as equagées (7.4) e (7.13), a solubilidade em certo valor de pH pode ser

relacionada a solubilidade no ponto isoelétrico por meio de:

1+vj

v.—-1
=V, el 10”7 | 22y kg
S(pH) 2| 1+10™ "4 ( 2 g 2 g
S(pH) _ 4| 1+ (7.15)

S(pD) 4| 14107 "% | (1+v, _ k. [(v,—-1 _
J 5 J —leg[],k]l 10PH PRy ]2 —lee[]ﬁk]’

para qualquer configuragio k que respeite a equagdo (7.14).

7.2.2. Extensdo da abordagem de Liderstrgm-Lang e Grénwall

Uma segunda abordagem para o calculo da curva de solubilidade foi introduzida
por Gréonwall [10], cujo trabalho foi baseado em uma metodologia devida a Liderstrgm-
Lang [11]. Gronwall [10] foi o primeiro a afirmar que o equilibrio solido-liquido
estabelece-se com as moléculas protéicas neutras em solu¢do e que, ao mudar-se o pH, a
atividade das moléculas neutras nio se altera (diversamente da atividade das moléculas
eletricamente carregadas). Embora seu raciocinio seja fundamentado em base
termodinamica consistente, o fato de a estrutura protéica nio ser conhecida em detalhe
na época impediu desenvolvimentos ulteriores da abordagem. Uma extensio da
metodologia, que inclui a contribuicio de cada grupo ionizavel no perfil de carga, sera
aqui apresentada.

Seguindo o raciocinio de Liderstrgm-Lang e Grénwall, pode-se relacionar a
atividade de uma dada molécula protéica com configuragdo k e carga c a atividade da
configuragio neutra correspondente aquela encontrada em fase sélida (identificada pelo
subscrito 0) considerando-se a reagio:

P, +cH*== p¢ (7.16)

cuja relacdo de equilibrio pode ser escrita:

K, = (7.17)

- c
a,a.
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A atividade da molécula protéica com configuracio k é dada pelo produto entre
seu coeficiente de atividade e sua concentragio na fase liquida. Assim, a concentragio

(em fragdo numérica) desta configuragio é dada por:

a,at,
%y (7.18)
Yk

x, =K,

A solubilidade da proteina é dada pela soma das concentragdes de todas as

configuragdes:
v v ac+

S=) x,=a, ) K, (7.19)
k=1 k=1 Y

Derivando-se esta expressdo com respeito i atividade do fon H*, e considerando

que a atividade da proteina na configuragio neutra é constante:

ds

K
-1
=a Ecac —
P +
da,. i

Y K, d
L, ) a;, —2oTe (7:20)
Yk k=1 Vi da,,

O segundo termo do lado direito da equagio pode ser simplificado por meio de:

v . K, d Y, . K, dlny, & _din
ap Y an, —kTe —q Yge D E0Y 3y 4NV, (7.21)
k=1

2 H*
1 Y da,, =1 Yy da,. da,.

sendo, deste modo, nulo, em virtude da equagdo de Gibbs-Duhem (considerando que os

coeficientes de atividade da 4gua e do fon H* nio se alteram). Assim:

ca. .d, —— cX
dInS :(a;p) ds _ k=1 e Te _i=a kzg (7.22)
dIna o S )da + N c K 3 |
R T SN
k=1 Y k=1

em que ¢ ¢ a carga média no pH da solugiio — também chamada de valéncia média por
Linderstrgm-Lang [11]. Escrevendo em termos do pH da solugiio, obtém-se:

dogs _ = (7.23)
dpH

Esta equacdo foi primeiramente obtida por Grénwall [10] e relaciona a curva de
solubilidade ao perfil de cargas como fungo do pH. Embora ela pareca ser independente
da lei de Henry, a hipétese de que seja constante o coeficiente de atividade tanto da agua
quanto do fon H* de algum modo restringe sua validade 4 mesma faixa de concentragoes
em que seria valida a lei de Henry - na verdade, seria mais simples considerar, ja na
equagdo (7.17), a validade da lei de Henry. Estender-se-a esta equaciio para levar em

conta a contribuigdo de cada grupo ionizével na molécula protéica.
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A carga média em um determinado pH é dada por:

n

c=Q v, (7.24)
j=1

Considerando-se vilida a equagio de Henderson-Hasselbalch, obtém-se:

= < 1 PH-pK ;;
C—,g‘(%lno”""‘“f J(1+vj—(1—vj)-10 ) (7.25)
Assim, das equagdes (7.23) e (7.25), segue-se:
dlogS _ < PH-pK
dpH hhz(1+10”” e }(1+vj—(1—vj)-10 ) (7.26)

Esta equagdo pode ser integrada de um pH de referéncia ao pH da solugio;

considerando-se o pl da proteina como pH de referéncia:

log S(pH)
jdlogs_ jz( — ](1+vj —(1—vj)-10""“”’“f)-de (7.27)
log S(p!) pl J=1 1+107"

que resulta em:

S(pH] 1+ 107w (1 +v,; )
- H —pl 7.28
®s () Z( {1+10p'-mf L (7.28)
ou, simplesmente:
gM—n (p]—pH)+Z": log 1+10777"% (7.29)
) = 1+107 "% '

em que n+ € o numero de grupos ionizaveis positivamente.

7.2.3. Equivaléncia entre as abordagens

A forma final da abordagem desenvolvida a partir da condig¢do de eletro-
neutralidade ¢ dada pela equagio (7.15), e a forma final da extensio da abordagem de
Linderstrgm-Lang e Gronwall é dada pela equagdo (7.29). Uma vez que ambas derivam
de hipéteses analogas, elas devem fornecer os mesmos resultados. Assim, demonstrar-
se-a que a equagdo (7.15), quando aplicada a uma configuragio que respeite a equagio
(7.14), fornece os mesmos resultados que a equacgdo (7.29).

Extraindo o logaritmo de ambos os lados da equagdo (7.15), obtém-se:
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[

log S(pH) _¥ iog 14107
S(p) = 14107
1+v, v, -1
( 2 j _leg[j,k]lJlopl—PKAj _( 12 "les[j'k],J (7.30)
+Zlog(

1+v].
2

_leg[j,k]lJIOPH—PKAj _(vjz —V}.lS[j,k:"J

Para simplificar a analise, definem-se as seguintes fun¢des:

, 1+107"P%
nljl= IOE(WJ (7.31)
1+v, k. [(vi—1 i
( : J _leslj’k]l}lopl PK 4 _( 12 _vjlg[],k]l]
0l j,k]=1log (7.32)

(112‘1_v,-ls[j.kllJIO”""’K"’ ‘(ij : _v"lg[j'k]U

Obviamente, tanto 1 quanto 8 sio fungdes do pH. Entretanto, enquanto n nio

depende de qual configuragio k esti sendo considerada, nem de qual o estado de
ionizagdo, 0 é fungdo de ambos. Assim, seu valor deve ser examinado para cada situagio
especifica: os resultados dessa anélise sdo apresentados na Tabela 7.1, a partir da qual

se pode escrever:

SWPH) _ o, 40y ol = pH)+ 3] (7.33)

log
S(pl) j=1

Tabela 7.1. Analise da fungio 8[j k]

\i g[j.k] 0lj.k] Niimero de grupos
-1 -1 pl-pH na
-1 0 0 ng
+1 +1 0 nc
+1 0 pl-pH np

Esta equagdo ¢ vélida desde que a configuragio escolhida seja neutra, de modo

que a seguinte restri¢do deve ser verificada:

S eljkl=0=n, =n, (7.34)

J=1



7. Modelagem termodindmica da solubilidade de proteinas em funcdo do pH 149

que resulta em:

log 32 =, 1 )(p1~pH)+ 3ol ) (735)

A soma nc+np é simplesmente o ntimero total de grupos ionizaveis positivamente
(n+), 0 que torna essa equacao idéntica a equagdo (7.29). Assim, embora partindo de
formulagées ligeiramente diferentes, o resultado para ambas as metodologias é

exatamente o mesmo.

7.3. Resultados e discussio

Conjuntos de dados de solubilidade de proteinas puras como fungio do pH sao
relativamente pouco freqiientes na literatura aberta, e a determinagio conjunta de
curvas de titulagdo e de solubilidade da mesma proteina nas mesmas condicdes é
virtualmente inexistente. A metodologia proposta foi aplicada a dois conjuntos de dados
experimentais de solubilidade: os dados de insulina suina em solugio de NaHCO;
obtidos com CO pressurizado de Tashima et al. [18] (correspondente ao Capitulo 5
desta tese) e os dados de solubilidade de B-lactoglobulina em solugdes de NaCl de
Gronwall [10]. Para a insulina suina, est4 disponivel a curva de titulacio em cloreto de
guanidinio [19], com os valores correspondentes de pKa dos grupos ionizaveis na cadeia
protéica [20]; para a B-lactoglobulina, a curva de titulagdo aproximada é conhecida [10].

Considerar-se-4 a insulina suina em detalhe para melhor entendimento da
aplicagdo da metodologia. Sua estrutura primaria é apresentada na Figura 7.1A [21].
Esta molécula tem 12 residuos ionizaveis e 4 grupos terminais ionizaveis; na Tabela 7.2
se apresentam os valores de pKa dos aminoacidos isolados e aqueles obtidos a partir da

curva de titulacio.
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Tabela 7.2. Valores de pKa dos grupos ionizaveis da insulina suina

Aminodacido Grupo Numero PKa (isolado)?  pKa (cadeia)b
Gly -NH; (terminal) 1 9,80 7,38
Glu v-COOH 4 4,30 4,37
Tyr Fenol-OH 4 10,90 10,20
Asn -COOH (terminal) 1 2,00 3,45
Phe -NH: (terminal) 1 9,10 7,38
His Imidazdlio-NH; 2 6,00 598
Arg Guanidinio-NH; 1 12,50 11,10
Lys e-NH> 1 10,80 8,52
Ala -COOH (terminal) 1 2,30 3,45

a. Stryer [21]
b. Kaarsholm et al. [19]

0 numero de diferentes configuracies (v) para a molécula de insulina suina é
65536, dos quais 2002 tém carga liquida nula. A configuragdo neutra mais comum é
apresentada na Figura 7.1B, e corresponde aquela em que todos os grupos -NH3 estio
positivamente carregados e todos os grupos ~-COOH estio negativamente carregados (os
grupos fenol-OH da tirosina, cujo pKa é elevado, estio neutros). A fragido de moléculas
protéicas neutras em fungiio do pH, calculada usando os valores de pKa de Kaarsholm et
al [19], é apresentada na Figura 7.2. A fracdo total de moléculas neutras e a fracio da
configuragdo neutra mais comum apresentam o mesmo comportamento, alcangando um
maximo no pl calculado da insulina. E evidente que ambas as fragdes sdo proporcionais
- como deveriam ser, pois pela equagdo (7.17) a razio de equilibrio entre duas
configuragdes neutras nio depende do valor do pH. Ambas as curvas tendem a zero para

valores de pH distantes do ponto isoelétrico.
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Figura 7.2. Frag¢do de moléculas neutras de insulina como fungdo do pH. Linha continua:

total de moléculas neutras; linha pontilhada: configuragdo mais comum.

Os resultados obtidos pela aplicagido dos modelos estio apresentados na Figura

7.3. Por comparagio, sdo apresentados também os resultados da modelagem realizada
por Tashima et al. [18].
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Solubilidade / 10° mol.kg™

32,0

Solubilidade / 10" molkg™
5 &
[=] [=]

4,2 4,4 4,6 4,8 5,0 5,2 54 5,6 5,8
pH

Figura 7.3, Solubilidade da insulina sufna em fungdo do pH em tampzo NaHCOs. Dados
experimentais () e barras de erro de Tashima et al. [18]. Modelagem: curva continua:
modelo proposto com valores de pKs de Kaarsholm et al. [19]; curva pontilhada: modelo
proposto com valores de pKa livres de Stryer [20]; curva tracejada: modelo de Tashima

etal. [18]. A: 298,2 K, B: 288,2K e C: 278,2 K.

Dos resultados apresentados na Figura 7.3 observa-se que a abordagem proposta

é adequada a modelagem da curva de solubilidade. Deve-se observar, também, que as
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curvas foram obtidas sem o ajuste de qualquer pardmetro - o tinico dado necessario é o
valor da solubilidade no ponto isoelétrico (5,4), igual a 2,22-10-5 mol-kg1 a 298,2 K,
4,76-10> mol-kg1 a 288,2 K e 4,39-10-5 mol-kg! a 278,2 K. As curvas geradas tanto com
com os valores de pKa dos aminodacidos livres quanto com os valores obtidos a partir da
curva de titulagdo mostram um comportamento semelhante - as curvas geradas com os
valores de pKa na cadeia sdo superiores, o que é razoavel de se esperar (embora as
condi¢bes da titulagdo sejam muito diversas daquelas em que se obtiveram os dados de
solubilidade). A descrigdo proposta é superior aquela apresentada no Capitulo 5 no que
diz respeito exclusivamente a solubilidade da insulina - obviamente, 0 modelo
anteriormente apresentado é mais completo no que se refere a outros equilibrios de
fases (como o liquido-vapor) e quimicos (como as reagdes de dissolugdo do CO2) que nio
sdo aqui contemplados.

A segunda proteina investigada foi a B-lactoglobulina. A estrutura utilizada para
esta proteina foi obtida de Qin et al. [22]; os valores de pKa utilizados foram obtidos de
Cox e Nelson [23], e estdo apresentados na Tabela 7.3. Neste caso especifico, o ponto
isoelétrico da proteina (aproximadamente 5,25 [10]) ndo corresponde ao ponto
isoelétrico calculado pelos valores de pKa dos amino4cidos isolados (4,51) - que pode
ser obtido impondo-se ¢ =0 na equagdo (7.25). Considerando-se os grupos ionizaveis,
aquele cujo valor de pKa é mais proximo ao pl desta proteina é o acido glutamico; pode-
se alterar o pKa deste aminodacido de modo a que o valor do pl calculado coincida com o
valor experimental - o que leva a que se considere, nesse caso, um valor de 5,14 em
lugar de 4,25. A diferenca entre os dois valores é da mesma ordem de magnitude que a
diferenca entre valores de pKa na cadeia e isolados, no caso da insulina suina (Tabela
7.1).

O conjunto de curvas de solubilidade obtidas esta apresentado na Figura 7.4. A
solubilidade no pl tem o valor de 0,24 g-L-1 (para uma concentracao de NaCl de 0,001
mol-L1), 0,36 g-L* (0,005 mol-L1), 0,65 gL (0,01 mol-L-Y) e 1,93 g-L1 (0,02 mol-L-1).
Também nesse caso o modelo fornece resultados muito bons, provavelmente dentro do
desvio experimental - a fonte dos dados [10] niio menciona o desvio padriao. Embora um
valor de pKa tenha sido ajustado, este ajuste foi feito apenas com a informacdo do pl, de
modo que o modelo mantém uma caracteristica semi-preditiva também para a [3-
lactoglobulina. Neste caso nio h4 modelos com os quais a abordagem apresentada possa

ser comparada.
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Figura 7.4. Solubilidade de B-lactoglobulina em solugdes de NaCl a 298.2 K. Dados
experimentais [10]: 0,001 mol-L-! de NaCl (+), 0,005 mol-L-1 de NaCl (0), 0,01 mol-L-1de
NaCl (A) e 0,02 mol-L-! de NaCl (o). Modelagem: linha continua, 0,001 mol-L-1 de NaCl;
linha pontilhada, 0,005 mol-L- de NaCl; linha alternada (pontilhada/tracejada), 0,01
mol-L-1 de NaCl, e linha tracejada, 0,02 mol-L-! de NaCL

Tabela 7.3. Valores de pKa dos grupos ionizaveis da B-lactoglobulina bovina

Aminoécido Grupos Nimero pKa2
Leu -NH: (terminal) 1 9,60
Glu v-COOH 16 4,25
Tyr Phenol-OH 4 10,07
Cys -SH 1 8,18
His Imidazélio-NH; 2 6,00
Arg Guanidinio-NH; 3 12,48

Asp -COOH 11 3,65
Lys €-NH; 15 10,53
Ile -COOH (terminal) 1 2,36

a. Cox and Nelson [23].
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Os dois exemplos apresentados mostram que a abordagem é adequada para a
modelagem da curva de solubilidade e permitem que se analisem suas possiveis
limita¢Ges e extensdes.

Inicialmente, a metodologia é limitada pela validade da lei de Henry. Nos casos
estudados essa hipbtese nio chega a ser restritiva, pois ambas sdo proteinas
relativamente pouco soliveis nas vizinhangas do pl. Em duas situagdes poderia ser
necessario rever essa hipétese: em solugdes cujo pH seja distante do ponto isoelétrico e
na modelagem de proteinas mais solaveis. Seria possivel, nesse caso, incluir o
correspondente coeficiente de atividade na equacio (7.7), embora provavelmente
fossem necessarios métodos numéricos para o calculo da curva de solubilidade.
Enquanto na modelagem de protefnas mais soliiveis a adogdo de um coeficiente de
atividade poderia ndo ser tio relevante (uma vez que os termos correspondentes, se
incluidos na equagio (7.4), praticamente se cancelariam), para valores de pH distantes
do pl tal adogio seria necessaria, uma vez que a fragdo de moléculas neutras tende a
zero nessas condigdes, mas a solubilidade ndo aumenta indefinidamente.

A insulina é uma proteina relativamente pequena, e todos os seus grupos
ionizaveis podem ser considerados expostos. Proteinas maiores, como a f-
lactoglobulina, podem ter alguns de seus grupos ionizaveis inacessiveis, em regices
hidrofébicas, na estrutura terciaria. Este fato pode afetar a metodologia proposta de
duas maneiras. Inicialmente, nem todos os grupos ionizaveis obtidos da estrutura
primdria podem ser considerados efetivamente ionizdveis - mas nio ha metodologia
segura para distinguir entre ambos (estruturas tercirias sdo usualmente baseadas em
informagdo cristalografica, relacionada a fase sélida, e podem ndo ser diretamente
extensiveis a moléculas em solugio). No caso especifico da -lactoglobulina, dados de
acessibilidade de grupos para moléculas em estrutura cristalina estio disponiveis [22],
mas ndo ha um critério definido para definir quais desses grupos sdo ionizaveis - assim,
todos os grupos (exceto as cisteinas envolvidas em pontes dissulfeto) foram
considerados ionizaveis. Em segundo lugar, em solugées de pH distante do pl, moléculas
densamente carregadas podem apresentar mudangas na prépria estrutura tercidria,
expondo grupos ioniziveis anteriormente inacessiveis, alterando o equilibrio quimico e,
portanto, a solubilidade calculada. Deve-se considerar que em experimentos de titulagao

ocorrem as mesmas mudangas estruturais, de modo que os valores de pKa obtidos pelo
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ajuste da curva de titulagdo sio, na verdade, aparentes - entre os fatores que podem
afetar seu valor est4 também a acessibilidade dos grupos.

Como qualquer polieletrélito, pode haver um limite a0 ntimero de cargas que a
cadeia pode suportar [24]. Entretanto, ao contrario de polieletrélitos sintéticos (como os
apresentados no Capitulo 6 desta tese), experimentalmente observa-se que proteinas
nao atingem esse limite, em principio pelo fato de a distincia entre os grupos carregados
ser maior. De modo geral, as cargas maximas experimentalmente determinadas, em
valores extremos de pH, sio aquelas resultantes da ionizagdo completa dos residuos
acessiveis.

A metodologia é dependente da qualidade da curva de titulagdo (quando
existente), fonte principal dos valores de pKa. Alteragdes nesses valores podem ter um
efeito significativo na curva de solubilidade calculada, especialmente no que diz respeito
aqueles grupos cujo pKa seja préximo ao ponto isoelétrico da proteina - como se pdde
observar no caso da B-lactoglobulina. Isto é um aspecto relevante, por exemplo, em
mudangcas de temperatura: os dados de pKa utilizados na modelagem da insulina foram
obtidos em temperatura ambiente, e isso é uma provavel razdo para que a modelagem
seja mais distante dos pontos experimentais para a temperatura de 277,2 K (mesmo
considerando que a incerteza experimental é maior para os dados a esta temperatura).

Uma questdo especifica a ser considerada diz respeito a possibilidade de que a
fase solida seja na verdade um hidrato de proteina, e nio uma fase protéica pura. Mesmo
neste caso, o modelo ainda é aplicavel. A presen¢a de um hidrato, formado por uma
configuragdo neutra Po e d moléculas de 4gua, pode ser levada em conta por meio da
seguinte reagdo quimica:

P, +dH,0== [P,](H,0), (7.36)

O hidrato estaria em equilibrio com a fase sélida (formada também pelo
composto [Po](H20)4), e seu potencial quimico seria constante. Entretanto, na faixa de
concentragdes considerada, o potencial quimico da 4gua também pode ser considerado
constante, do que seguiria a invariancia do potencial quimico da forma neutra.

Uma segunda questio especifica relaciona-se ao fato de que muitas proteinas
apresentam oligomeriza¢do em solugio. No caso da insulina, o hexAmero é considerado
a forma mais estavel [25,26], enquanto a B-lactoglobulina dimeriza-se em condi¢des
proximas ao pl (em valores de pH superiores a 4,0), formando octimeros em algumas

condi¢bes [27], existindo evidéncia de dimerizacdo inclusive em fase sélida [28]. Nao



158 7. Modelagem termodindmica da solubilidade de proteinas em fungdo do pH

existe a necessidade de considerar as reagées de auto-associ¢do na aplicacio do modelo:
a relagdo de equilibrio entre formas oligoméricas envolvendo apenas espécies neutras
implica em que o potencial quimico de cada oligdmero neutro também se mantenha
constante na condigdo de equilibrio sélido-liquido. Em conjunto com a lei de Henry,
equacdo (7.2), essa condigdo significaria que a concentragdo de oligdmeros neutros
também seria constante. E irrelevante, para o uso da equagdo (7.4), qual configuragio
neutra ou mesmo qual forma oligomérica neutra é considerada.

Na aplicagdo da modelagem proposta, optou-se por manter o ajuste de
pardmetros em um minimo - nio correlacionando sequer um parametro (no caso da
insulina) ou correlacionando apenas um parametro a curva de titulagdo (no caso da B-
lactoglobulina). E evidente que a concordincia poderia ser ainda maior caso se
ajustassem valores de pKa diretamente 3 curva de solubilidade, e que isto ocorreria
provavelmente com pequenas mudangas nestes valores. Entretanto, mais do que a
melhor concordancia, visou-se neste trabalho a demonstrar a relacio entre a curva de
solubilidade e a fragdo de moléculas neutras, e este objetivo pdde ser atingido. E claro
que isto ndo impede que ajustes sejam feitos com o objetivo de aproximar os resultados

do modelo a dados experimentais, mas isto est4 fora do escopo deste trabalho.

7.4. Conclusoes

Um modelo termodindmico para a descri¢io da solubilidade de proteinas em
fun¢do do pH na vizinhanga do ponto isoelétrico foi desenvolvido e aplicado com sucesso
ao estudo de curvas de solubilidade da insulina suina e da B-lactoglobulina. Foi possivel
mostrar que a aplicagdo da condigdo de eletro-neutralidade ao calculo do equilibrio
solido-liquido leva 3 mesma equagdo que a obtida pela extensio da abordagem de
Liderstrgm-Lang e Grénwall. Esta equivaléncia mostra que a relagdo correta entre a
curva de titulagdo e a curva de solubilidade pdde ser estabelecida por meio do modelo
proposto. Os resultados obtidos mostram que o calculo da distribui¢iio de cargas em
uma populagdo de moléculas protéicas é uma abordagem possivel e promissora para a

descri¢do do equilibrio de fases destas moléculas.
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7.5. Nomenclatura

Letras latinas

a,

a,

nj
np
nc

np

atividade de uma configuragio neutra especifica
atividade da proteina em uma configuracio k

carga média das moléculas protéicas

carga das moléculas protéicas em uma configuragio k

configuragdo de uma molécula protéica, ou seja, seu estado de ionizacgio
constante de equilibrio entre a proteina neutral e uma certa configuragdo k
numero de grupos ionizaveis de uma proteina

niimero de grupos carregados negativamente

nimero de grupos neutros cujo estado carregado seja negativo

niimero de grupos carregados positivamente

nimero de grupos neutros cujo estado carregado seja positivo

nimero de grupos ionizaveis positivamente de uma proteina

molécula protéica neutra em configuragdo correspondente i fase sélida

molécula protéica com carga c em uma configuracio k

constante dos gases [8.314 J-mol-1-K-1]

solubilidade

temperatura absoluta [K]

composi¢do do sistema

composi¢do do sistema em um estado de referéncia
fragdo numérica de proteinas

fragdo numérica das moléculas protéicas neutras

Letras gregas

fragdo de grupos jionizados

termo definido pela equagio (7.11)

carga do grupo j na configuragio k

fragdo de moléculas protéicas na configuragdo k
coeficiente de atividade da protefna na configuragio k

fun¢do definida pela equagio (7.31)
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u',; potencial quimico da proteina p na fase liquida [J-mol-1]

pi potencial quimico da proteina p na fase sélida [J-mol-1]

u:ff potencial quimico da proteina p em um estado de referéncia [J-mol-1]
vj carga do grupo j em seu estado ionizado

o[, k] fungdo definida pela equagio (7.32)

Y nimero de diferentes configuragées de uma proteina

Abreviaturas

pKa co-logaritmo da constante de equilibrio de ionizagio

pl ponto isoelétrico

7.6. Nota adicional

Considerar uma proteina em solugio como uma populagdo de moléculas com
diferentes cargas é uma idéia que, como apresentado nesse capitulo, foi considerada
pela primeira vez ainda na década de 30 do século XX. Este capitulo mostra que a
abordagem é promissora e ainda pode ser explorada. Entretanto, cabe aqui uma
pergunta, especifica sobre o equacionamento apresentado: é muito mais usual que se
considere que uma proteina em solugio é uma molécula tnica com carga média; seria
possivel, a partir dessa abordagem, obter as mesmas equagdes?

A resposta ¢ positiva (e deveria ser, pois a relacdo entre pH e solubilidade deve
ser unica), e sua demonstragdo é relativamente simples. Efetivamente, pode-se
considerar que exista uma Unica espécie em solucio, com carga c. Nesse caso,
estabelece-se o seguinte equilibrio, entre a fase sélida e a espécie em solucdo:

P,(s)}=— P‘(aq) - cH" (7.37)

Considere-se, por hipétese, que ¢ ndo necessariamente seja inteiro. Ainda assim,

por extensdo a relagao de equilibrio escrever-se-ia:
13 N
K=-11_ (7.38)

Sendo a atividade do sélido constante (igual & unidade, vez que o estado de

referéncia é o préprio sélido puro), da relagio acima se segue que:

log(a,c )—clog(a,:)=log(K)+ log(a,,,) (7.39)
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4

O segundo termo desta equacdo ¢ independente das condicdes da solugio;
derivando-se ambos os membros com respeito ao pH, segue-se:

dlog(a,)
——+c=0 7.40
dpHi (7.40)
Sendo vdélida a lei de Henry, a atividade da proteina em solugiio sera sua fracgio
numeérica ou, pela condicgio de equilibrio sélido-liquido, sua solubilidade, do que segue
que:

dlog$s
dp_H =—C (7.41)

Cuja forma é idéntica a equagio (7.23), com a ressalva de que, neste caso, c é a
carga da tinica molécula em solugio. Pode-se considerar, simplesmente, que o caso de
uma molécula tinica com carga média é tio somente um caso particular da abordagem.
Por esta razdo, o estudo apresentado no Capitulo 5 ndo pode ser desprezado em face do
apresentado neste capitulo.

Uma ultima observagdo diz respeito aos conjuntos de pKa utilizados na
modelagem da solubilidade da insulina. No Capitulo 5 observou-se que os resultados
gerados tanto pelo conjunto de valores dos aminodcidos isolados quanto pelos
aminodcidos na cadeia eram muito semelhantes, de modo que se escolheu trabalhar com
os aminoacidos isolados; ja neste capitulo os valores na cadeia resultaram em uma
predi¢do melhor. A aparente contradigdo resolve-se pela analise da forma final das
equagdes utilizadas: enquanto no Capitulo 5 a solubilidade relaciona-se ao valor
absoluto da carga, pela equagio (7.23) a solubilidade é dependente da integral da carga
como fungdo do pH, sendo o efeito de eventuais desvios, portanto, cumulativo. Além
disso, o pardmetro ajustavel k do Capitulo 5 pode, em seu ajuste, encobrir eventuais

diferencas.
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8. Consideracoes finais

A aplicagdo da Termodindmica ao estudo de processos de purificagio e
recuperacao de proteinas foi preconizada em 1986 por Ronald D. Johnson!: entretanto,
ainda em 2008, Nfor et al.2 asseveravam que:

“Quando se comparam esses dois tipos de processo [quimico e bioquimico], duas
deficiéncias dos projetos de processos bioquimicos atuais sdo imediatamente
evidentes: (1) a auséncia de modelos termodindmicos confidveis para a estimativa
de propriedades moleculares e (2) a auséncia geral de bancos de dados confidveis
de propriedades fisico-quimicas e termodindmicas de macro-biomoléculas,
incluindo proteinas.”

Os trés anos que separam esta afirma¢io e esta tese ndo alteraram
significativamente o panorama geral. Neste sentido, a parte as conclusdes individuais de
cada capitulo, algumas observagdes gerais podem ser feitas a partir do trabalho relatado
nesta tese.

Inicialmente, deve-se considerar que a aplicagdo do ferramental termodindmico
ao equilibrio de fases de sistemas contendo biomoléculas é substancialmente mais
complexa. Isto nio ocorre simplesmente pelo fato de as moléculas serem
macromoléculas, mas principalmente pelo papel desempenhado por fatores como
estrutura, carga e forma destas macromoléculas no equilibrio de fases. Um exemplo: os
dados de equilibrio sélido-liquido para a B-lactoglobulina estudados no Capitulo 7 foram
obtidos para a proteina de origem bovina. Entretanto, existem intimeras variantes dessa
proteina, com pequenas mudangas na estrutura primaria, que levam por sua vez a
diferentes perfis de carga e, conseqiientemente, a diferentes curvas de solubilidade. O
ajuste do pKa do acido glutamico, tal como realizado, em certo sentido encobre a

auséncia de conhecimento sobre a estrutura da proteina utilizada no estudo original.

1 Johnson RD, The processing of biomolecules: a challenge for the eighties, Fluid Phase Equilibria, 29, 109-
123, 1986.

2 Nfor BK, Ahamed T, van Dedem GWK, van der Wielen LAM, van de Sandt EJAX, Eppink MHM, Ottens M,
Design strategies for integrated protein purification processes, J. Chem. Technol. Biotechnol., 83, 124-132,

2008.
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Uma preocupagao que praticamente inexiste na Engenharia Quimica - conhecer a exata
estrutura da molécula - é relevante para o estudo da Termodindmica de Bioprocessos.

Embora metodologias classicas de equilibrio de fases tenham sido utilizadas
neste trabalho (e possam ser utilizadas), ha que se mencionar que a incerteza
experimental muitas vezes é elevada - como pode ser visto nas Figuras 3.4 a 3.8
(Capitulo 3) e 7.3 (Capitulo 7, sobre os dados do Capitulo 5)3. Esta imprecisdo nio é
privilégio dos trabalhos apresentados nesta tese, mas é inerente a obtencio de dados de
equilibrio de sistemas contendo biomoléculas*. Enquanto um desvio da ordem de 1,5%
no valor da pressdo de saturagdo pode comprometer totalmente o calculo de uma coluna
de destilagdo, como sabido desde a anilise exemplar de Zudkevitch®, um desvio da
mesma ordem na solubilidade de uma proteina, por exemplo, é experimentalmente
irrelevante (metodologias analiticas de determinagio de concentragdo protéica tém
desvio maior que este). Além disso, alguns cuidados, como tragar curvas de calibragiio de
métodos espectrofotométricos com as proprias proteinas em estudo (e ndo usando a
albumina de soro bovino como padrio), tomados nos trabalhos aqui relatados, ndo sio
comuns na literatura - as vezes, tampouco sdo possiveis.

Finalmente, o impacto de contaminantes no equilibrio de fases em sistemas
contendo biomoléculas é relevante, mas quase nunca levado em conta. Estudos de
equilibrio de fases (e, neste sentido, os aqui apresentados nio sdo exce¢do) usam
biomoléculas previamente purificadas por cromatografia e cristalizagdo; mesmo assim,
contaminantes da ordem de alguns centésimos em fragdo mdssica ndo sdo raros. Isso
pode comprometer, por exemplo, a obtengdo de medidas de pressdo osmoética. Quando
se pretende estender os estudos de equilibrio de fases a purificagdo partindo de
clarificados celulares, por exemplo, a aplicagdo da Termodinimica torna-se ainda mais
incerta.

Deve-se reconhecer que, ao contrario de operagdes como a destilagdo e a extragdo

liquido-liquido, em que a necessidade por dados de equilibrio e modelos

3 No Capitulo 4, barras de erro estdo ausentes em virtude da estrutura dos diagramas, mas se pode inferir
que seriam relevantes pelos desvios experimentais mencionados.

* Observe-se, por exemplo, que é impossivel distinguir apenas pela curva de solubilidade a transi¢io entre
os precipitados verdadeiros no Capitulo 4 - mesmo que adotassemos uma escala logaritmica: se hd uma
mudanca de inclinagdo na curva, ela é mascarada pelo desvio experimental.

5 Zudkevitch D., Imprecise data impacts plant design and operation, Hydrocarbon Processing, 54, 97-103,
1975.
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termodindmicos passou a fazer parte do desenvolvimento das técnicas industriais, até
este momento o setor produtivo de Engenharia de Bioprocessos tem prescindido da
Termodinamica. Essa situagéo, entretanto, ndo deve subsistir indefinidamente. Para que
esta distdncia seja abreviada, alguns caminhos deverdo ser trilhados pelos
pesquisadores desta ciéncia.

Inicialmente, medidas de atividade biol6gica devem fazer parte da pesquisa em
Termodindmica de maneira mais efetiva. Até 0 momento, a atividade biolégica nio é
uma preocupacao em pesquisas de equilibrio de fases: haja vista ao fato de que os dois
Unicos artigos ji4 publicados na Fluid Phase Equilibria com medidas conjuntas de
atividade enzimatica e equilibrio de fases sio os artigos condensados no Capitulo 4 desta
tese. Isso ocorre muito embora proteinas sejam efetivamente estudadas com um viés
termodindmico: entre todos os artigos ja publicados na Fluid Phase Equilibria, 27 tém
protein como palavra-chave, 51 apresentam esta palavra no resumo, nas palavras-chave
ou no titulo, e um total de 299 a mencionam. O mesmo ocorre, por exemplo, no Journal of
Chemical Thermodynamics: ha 27 artigos deste periédico que contém protein no resumo,
nas palavras-chave ou no titulo, e um total de 225 artigos mencionam-na, mas em
nenhum deles ndo se encontram medidas de atividade enzimatica. E necessario lembra
que um dos critérios primeiros para a qualidade de um bioprocesso deve ser sempre a
manutengdo da atividade biolégica. Reconhega-se que esta pode nio ser uma tarefa
simples: em um dos estudos que compdem esta tese (Capitulo 5), foi necessario recurso
a métodos préprios das ciéncias da satide para a medida de atividade de insulina, e em
um deles (Capitulo 3) nio foi feita andlise de atividade enzimatica da lisozima. Mas é
uma tarefa necessaria. Recorde-se que a atividade bioldgica de uma enzima também é
fungdo do solvente em que ela se encontra, do pH, da temperatura e da forca idnica - ou
seja, das mesmas propriedades que afetam o comportamento de fases. Cumpre
relaciona-los.

Em segundo lugar, a Termodinamica devera se ocupar também das incertezas
inerentes aos bioprocessos. Para que os métodos préprios sejam aplicaveis, cada vez
mais os contaminantes deverdo ser tratados como participantes dos sistemas. Isso pode
ser facilmente implementado para as etapas finais de purificagdo (como a cristalizagéo
ou as etapas cromatograficas, em que os contaminantes sdo, também eles, proteinas),
mas ndo o € em etapas inicias de concentragdo e extracdo. O didlogo com os profissionais

especialistas em bioprocessos deve ser intensificado.
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Finalmente, deve-se procurar desenvolver modelos tdo simples quanto seja
possivel levando em conta os fendmenos relevantes para cada equilibrio em questio
(como a agregacdo em dimeros ou oligdmeros, a ocorréncia de interagdes especificas
com solventes e co-solventes, a possibilidade de enovelamento ou desnovelamento).
Uma das razbes para isso é a prépria necessidade de incluir nos célculos os outros
participantes do processo. Ademais, com o crescimento do ntimero de produtos
biotecnolégicos, o estudo detalhado de cada molécula pode tornar-se infactivel. No
momento em que esta tese é escrita, ja foram publicados estudos sistemdticos sobre a
producdo de proteinas totalmente sintéticasé; é possivel pensar que, em um futuro
proximo, proteinas assim sejam produzidas em escala mais larga, e métodos de
correlagdo ou predigdo sejam cada vez mais necessarios’. Cabe-nos exercer o principio
da parciménia.

Por estas razdes se procurou manter o escopo desta tese ligado & Termodinimica
Classica, e € por estas razdes que seu autor acredita que a pesquisa na aplicacio da
Termodindmica Classica a biomoléculas e bioprocessos continuara relevante em um

futuro préximo.

6 Fisher MA, McKinley KL, Bradley LH, Viola SR, Hecht MH, De novo designed proteins from a library of
artificial sequences function in Escherichia coli and enable cell growth, PLoS ONE 6(1): e15364.
do0i:10.1371/journal.pone.0015364, 2011.

7 E claro que essa afirmagio nio subentende uma critica 3 utilizagio de métodos oriundos da
Termodindmica Estatistica ou de abordagens baseadas no formalismo de McMillan & Mayer, pelo
contrario: a pesquisa nessas areas fornece informa¢des valiosas ao permitir o estudo detalhado da

influéncia das interagdes entre moléculas protéicas no comportamento de fases, entre outros aspectos, e

certamente seu uso deve se tornar cada vez mais disseminado e mais importante.



