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A sintese de membranas de transporte facilitado de oxigénio foi estudada neste
trabalho através da imobilizacdo de biotransportadores em matrizes poliméricas. A
adicdo da mioglobina a filmes de poli(alcool vinilico) e de alginato de sédio mostrou
que a conformagdo nativa da proteina é mantida, mas a baixa permeabilidade dos
polimeros aos gases atmosféricos motivou a investigacdo do transporte de oxigénio em
fase aquosa. O método utilizado para incorporar a mioglobina e a hemoglobina no
poli(alcool vinilico) baseou-se na reacdo quimica do polimero e das proteinas com o
glutaraldeido em condi¢des mais amenas do que as relatadas na literatura, ou seja,
utilizando temperatura de 40°C e pH igual a 6,2. Durante o preparo das membranas,
observou-se que a mioglobina foi reduzida para sua forma fisiologicamente ativa, com
manutencdo de sua estrutura secundaria. Testes de inchamento em agua e anélise
térmica revelaram que a biomolécula aumentou a densidade de reticulagdo do polimero,
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desempenho indicaram que a reacdo aumentou a afinidade da mioglobina pelo oxigénio,

0 que inviabilizou a etapa de descomplexacao do soluto.
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Capitulo 1: Introducéo

1.1. Contextualizagéo e justificativa

O emprego do oxigénio molecular como aceptor final de elétrons nos processos
respiratorios permitiu uma utilizacdo mais eficiente da energia armazenada em
substancias como a glicose, por exemplo, e significou uma etapa importante na
evolugdo dos seres vivos. Os desenvolvimentos de um sistema circulatério interligando
as regibes do organismo e de moléculas especificas para o transporte de oxigénio
viabilizaram a existéncia de diversas estruturas bioldgicas e permitiram que o tamanho
das espécies ultrapassasse alguns milimetros de comprimento (VOET et al., 2000). De
modo analogo, a utilizacdo de oxigénio de elevada pureza nos processos industriais,
sobretudo nos que envolvem a combustdo, permitiria a utilizagdo da energia de modo
mais racional. Entretanto, o elevado custo de producdo e transporte deste insumo faz

com que seja utilizado ar ao invés de oxigénio.

O oxigénio é a terceira maior commodity quimica mundial, com mercado anual superior
a 2 bilhdes de ddlares (DRIOLI e ROMANO, 2001). O processo utilizado para obtencéo
de oxigénio de elevada pureza baseia-se na destilacdo criogénica do ar atmosférico. Este
método ja estd bastante amadurecido do ponto de vista tecnoldgico e as usinas sdo
bastante eficientes, termicamente isoladas e compactas (SHREVE e BRINK JR, 1997).
Entretanto, o gasto energético associado a separacdo € bastante elevado, pois o
processamento envolve o emprego de compressores, bombas e outros equipamentos que

aumentam os custos e inviabilizam a utilizag&o de oxigénio puro em muitas aplicacdes.

Desta forma, o desenvolvimento de um processo alternativo para separar 0 Oxigénio
proveniente do ar atmosférico € uma area de pesquisa estratégica, considerando o
tamanho do mercado e a versatilidade do produto (BAKER, 2002).

1.2. As membranas de transporte facilitado

Os processos de separacao através de membranas sdo energeticamente menos intensivos

que a destilacdo convencional, além de serem modulares. Entretanto, o uso da separacdo
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de gases para promover o fracionamento do ar atmosférico é limitado, considerando a

relacdo inversa observada entre o fluxo permeado e a seletividade.

Membranas de transporte facilitado vém sendo investigadas com o objetivo de viabilizar
a aplicacdo industrial desta tecnologia. Nestes sistemas, um transportador ¢ adicionado a
membrana visando aumentar a especificidade e a taxa de transporte da espécie de
interesse, no caso, 0 oxigénio molecular, da alimentacdo até o permeado. A ligacao
entre o transportador e o soluto deve ser reversivel, de modo que o primeiro seja
regenerado ao final do processo (WAY e NOBLE, 1992).

A elevada seletividade observada para este tipo de membrana vem mantendo o interesse
dos pesquisadores no assunto a fim de utilizar esta tecnologia para substituir a

destilacdo criogénica usada convencionalmente.

1.3. Historico

SCHOLANDER (1960) foi pioneiro a investigar o transporte facilitado de oxigénio
através de membranas liquidas suportadas contendo hemoglobina humana como
transportador. Os testes revelaram que o fluxo de oxigénio foi aumentado em 8 vezes,
mas a desativacdo da proteina indicou a necessidade de conhecimento da dindmica da

ligacdo com o oxigénio.

Em seguida, a substituicdo destes transportadores naturais de oxigénio pelos sintéticos
foi investigada, culminando com a publicacdo de uma patente por pesquisadores norte-
americanos (ROMAN e BAKER, 1985). Estes trabalhos foram fundamentais para
esclarecer melhor o funcionamento das membranas e evidenciaram que as maiores
permeabilidades obtidas via difusdo facilitada eram alcancadas em baixas pressoes
parciais do componente de interesse (NOBLE et al., 1989). Entretanto, o avanco

tecnoldgico esbarrou novamente na instabilidade das membranas.

Membranas poliméricas com transportadores fixos vém sendo investigadas desde a
década de 90, com destaque para os trabalhos de Nishide e colaboradores (NISHIDE et

al., 1998), visando ligar quimicamente os transportadores sintéticos a matriz polimérica.
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Embora seletividades maiores que 100 tenham sido relatadas, o tempo de vida util das

membranas foi limitado a 3 meses.

A investigacédo do efeito da porcao globina na estabilizacdo dos transportadores naturais
de oxigénio e o desenvolvimento de ferramentas da biologia molecular tém justificado a
retomada de interesse dos pesquisadores no uso de proteinas nas membranas de
transporte facilitado. Assim, a estabilizacdo destes biotransportadores em matrizes
poliméricas com o intuito de produzir membranas seletivas ao oxigénio consiste em um
desafio atual, ja que a limitacdo para o emprego desta tecnologia depende na melhoria

de desempenho das membranas.

1.4. Objetivo da tese

A partir do que foi exposto anteriormente, o objetivo geral deste trabalho é o
desenvolvimento de membranas poliméricas de transporte facilitado contendo
biotransportadores para a permeacao seletiva de oxigénio. Para alcancar estes objetivos,

0s principais aspectos a serem investigados sao:

a) A estabilizacdo das proteinas mioglobina e hemoglobina em matrizes poliméricas
hidrofilicas sem perda de sua atividade bioldgica. O desenvolvimento de um método de
preparo de membranas adequado a incorporacdo das proteinas é fundamental para

garantir um sistema estavel e com propriedades de permeacao reprodutiveis.

b) O estudo da influéncia das varidveis do processo no desempenho das membranas. A
afinidade entre o transportador e o soluto pode ser alterada em funcdo de parametros
como o pH do meio e a temperatura do sistema. O conhecimento do efeito destas

variaveis pode determinar o sucesso da aplicacdo destas membranas.

1.5. Estratégia experimental

Este trabalho reline as competéncias do Laboratorio de Bioprocessos, na estabilizacdo e
caracterizacdo da atividade de biomoléculas, em especial, da mioglobina, e do
Laboratério de Processos de Separacdo com Membranas e Polimeros, na sintese,
caracterizacdo e avaliacdo das propriedades de transporte de membranas poliméricas

densas visando o transporte facilitado do oxigénio. Neste aspecto, cumpre destacar que
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esta tese € a continuacdo do trabalho iniciado por FERRAZ (2003), que investigou a
estabilizacdo da mioglobina através do uso de ferramentas da biologia molecular e
iniciou os estudos de sintese das membranas de transporte facilitado, inaugurando esta
linha de pesquisa no Programa de Engenharia Quimica.

Neste estudo, a estabilizacdo da mioglobina e da hemoglobina foi investigada através da
imobilizacdo destas proteinas em matrizes poliméricas de poli(alcool vinilico) e alginato
de sddio. A escolha destes polimeros para a sintese das membranas foi baseada na
hidrossolubilidade, biocompatibilidade e habilidade destes materiais para a formacao de

filmes.

A incorporacdo dos biotransportadores nos filmes poliméricos foi realizada através de
métodos quimicos e fisicos, observando sempre a manuten¢do da conformacdo nativa
das proteinas. Membranas densas simeétricas e assimétricas foram preparadas e o
transporte de oxigénio atraves dos filmes foi medido tanto em fase gasosa como em fase
liquida, devido & pequena permeabilidade dos filmes hidrofilicos aos gases oxigénio e

nitrogénio.

Os efeitos do pH, da temperatura e da concentracdo de oxigénio na afinidade das
proteinas imobilizadas foram estudados através de técnicas espectrofotométricas e testes

de permeagéo.

1.6. Estrutura da tese

Esta tese esta estruturada da seguinte forma:

e No Capitulo 2, é feita uma revisdo dos trabalhos publicados na literatura tendo
como tdpicos principais a producdo do oxigénio pelos processos tradicionais, 0
uso dos processos de separacdo por membranas para o fracionamento do ar, o
desenvolvimento e a evolugdo dos transportadores de oxigénio, as propriedades
dos polimeros hidrossoltveis investigados neste trabalho e a imobilizacdo de
biomoléculas em matrizes poliméricas.

e No Capitulo 3, o efeito da adicdo de solventes orgénicos na estrutura da
mioglobina é investigado por meio de técnicas espectroscopicas visando a

descoberta de um sistema adequado para a sintese de membranas poliméricas.
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e No Capitulo 4, sdo apresentados os resultados obtidos durante o doutorado
sanduiche na Universidade de Twente, na Holanda, em que foram preparadas
membranas compostas de alginato de sédio contendo mioglobina para o
transporte seletivo de oxigénio.

e A reticulacdo do poli(alcool vinilico) pelo glutaraldeido em condi¢bes
operacionais amenas, ou seja, capazes de manter a estrutura nativa da
mioglobina e da hemoglobina é apresentada no Capitulo 5.

e A imobilizacdo da mioglobina e da hemoglobina em filmes de poli(alcool
vinilico) é descrita no Capitulo 6, com énfase no estudo das variaveis
operacionais no desempenho das membranas produzidas.

e No Capitulo 7, apresentam-se a conclusdo e as sugestdes para trabalhos futuros.

e No Anexo 1, as caracteristicas dos compostos organicos investigados como
solventes da mioglobina no Capitulo 3 sdo apresentadas.

e O estudo da plastificacdo das membranas de poli(alcool vinilico) pelos glicois é
descrito no Anexo 2, tendo em vista as flutuagdes experimentais observadas.

e Um maior detalhamento das propriedades do poli(alcool vinilico) é mostrado no
Anexo 3, com énfase nos efeitos do grau de hidrdlise e do tamanho da cadeia na
solubilidade em &gua e viscosidade das solu¢des poliméricas.

e O Anexo 4 consiste em um resumo da literatura em relacdo ao uso da técnica de

FTIR para determinacdo da estrutura secundaria de proteinas.

1.7. Originalidade

A originalidade deste trabalho reside na utilizagdo dos biotransportadores, hemoglobina
e mioglobina, imobilizados em uma matriz polimérica para promover o transporte
facilitado de oxigénio. Embora estas proteinas tenham servido de inspiracdo para o
desenvolvimento dos transportadores sintéticos, a instabilidade das mesmas em
aplicagOes ex-vivo desmotivou a continuidade dos trabalhos no passado. Com o
desenvolvimento de técnicas de manipulacdo genética, a sintese de membranas com
estes biotransportadores torna a ser interessante, ja que a porcdo globina possui um

efeito primordial na protecdo do sitio ativo contra a autoxidacao.
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Capitulo 2:

Revisao da literatura

Neste capitulo, sdo apresentados os principais fundamentos para a compreensdo do
presente trabalho. Inicialmente, os métodos utilizados para a obtengdo de oxigénio sdo
expostos, seguidos por uma descricdo de membranas para promover o fracionamento do
ar, com énfase na investigacdo das membranas de transporte facilitado para este fim. Os
transportadores de oxigénio e polimeros empregados para a imobilizagdo dos mesmos séo
mostrados em seguida, bem como o potencial de utilizacdo de biomoléculas fixadas em
matrizes sélidas em outras areas de pesquisa.

2.1. A producéo industrial de oxigénio

O oxigénio ¢ uma das maiores commodities quimicas mundiais, com aplicagdo em
diversas areas, como na fabricagdo do ago e em industrias quimicas, na producao do
oxido de acetileno, etileno, amonia e metanol. Outros usos em processos metalirgicos
ndo ferrosos também merecem destaque. Aplicacdes mais nobres como na area
hospitalar e mesmo na engenharia aeroespacial, para o langamento de foguetes, ilustram
a versatilidade e importancia do oxigénio. Produzido através do fracionamento do ar
atmosférico, que possui a composi¢ao apresentada na Tabela 2. 1, o oxigé€nio com
pureza maior que 90% ¢ obtido em fabricas usualmente localizadas nas vizinhangas do
ponto de consumo, devido ao acréscimo no preco do produto provocado pelo transporte

(SHREVE e BRINK JR., 1997).

Tabela 2. 1: Composicao quimica média do ar atmosférico (SHREVE e BRINK JR., 1997).

Componente Quantidade (% volume)
Nitrogénio 78,084
Oxigénio 20,946
Argbnio 0,934

Hidrogénio 0,00005

Nednio 0,001818

Hélio 0,0005239

Criptonio 0,0001139

Xenonio 0,0000086

Dioxido de Carbono 0,02-0,04
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Em uma usina tipica de producdo de oxigénio de elevada pureza através da destilagdo
criogénica, cerca de 33% do custo total de produgdo ¢ proveniente do consumo de
energia (SHREVE e BRINK JR., 1997), indicando que outros processos menos
intensivos energeticamente precisam ser desenvolvidos para competir com a tecnologia
convencional. A utilizagdo mais racional da energia pode viabilizar o emprego de
oxigénio de pureza elevada ou ar enriquecido em oxigénio em outras areas, como na
aeracdo de efluentes liquidos e nos diversos processos de combustdo. Esta redugdo dos
custos de produgdo deve provocar um impacto em diversos outros processos, ja que o
nitrogénio utilizado nas correntes de combustdo consome muita energia durante o
processo de aquecimento do ar e somente contribui para a dilui¢do do oxigénio a ser

usado na reagao.

2.2. Os processos de separacdo através de membranas

A utilizagdo de membranas sintéticas para promover a separacdo de misturas ¢ uma
alternativa relativamente recente. A observagdo das propriedades seletivas de alguns
materiais tem sido relatada desde o século XVIII, mas o estudo sistematico destes
dispositivos s6 ganhou notoriedade industrial com o desenvolvimento de membranas
para dessalinizagdo de agua preparadas pela técnica de inversao de fases por Loeb e
Sourirajan, na década de 60. Inspiradas nas membranas bioldgicas, estas barreiras
permitem a permeacao seletiva de certas substincias em detrimento de outras, que tém
seu transporte restrito através do material. As vantagens da tecnologia residem na
economia de energia, pois nao ha necessidade de mudanga de fase para que haja a
separacdo, a seletividade do processo, usualmente mais elevada que os métodos
tradicionais, a simplicidade de operagdo e escalonamento, uma vez que os sistemas sdo
modulares, além de serem especialmente interessantes para a separacao de substancias
termolabeis porque ndo requerem o emprego de temperatura elevada (HABERT et al.,
2006). A seguir, sdo apresentados os principais fundamentos associados aos processos

de separacdo através de membranas.

2.2.1. Fundamentos da separacédo por membranas

Segundo MULDER (1996), existem diversos processos com membranas, baseados em

diferentes principios ou mecanismos para alcangar a separacdo e, portanto, uma vasta
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gama de particulas e moléculas pode ser fracionada. Apesar desta elevada variabilidade,

todos 0s processos tém uma coisa em comum: a membrana.

A membrana ¢ o cerne de todos os processos ¢ pode ser considerada como uma barreira
seletiva entre duas fases, conforme ilustrado na Figura 2. 1. A fase 1 consiste na
alimentagcdo e a fase 2 ¢ o permeado. A separacdo ¢ alcangada porque a membrana
possui a habilidade de transportar um componente da mistura alimentada
preferencialmente aos demais, como resultado de uma ou mais for¢as motrizes, como

serd descrito adiante.

Fase 1 Membrana Fase 2
e © -0
o > ©
o
» o
. ~ [ 4 " o
Alimentacdo . Permeado
o e >
o o
o ® e g o
© N

Forca motriz:
AC, AP, AT, AE

Figura 2. 1: Desenho esquematico ilustrando um processo de separacdo de misturas usando
membrana (MULDER, 1996).

O desempenho do processo ¢ freqiientemente descrito por dois parametros, o fluxo ¢ a
capacidade seletiva. O fluxo ¢ definido pelo volume que escoa pela membrana por
unidade de 4area e por tempo. A seletividade da membrana em relacdo a mistura €

expressa por dois pardmetros, o coeficiente de rejeicao (R) ou o fator de separacio (o).

Para solugdes aquosas diluidas, quando a4 dgua é o componente mais permeavel, ¢ mais
conveniente expressar a seletividade em termos da retencdo de soluto, conforme
apresentado na Equacdo 2. 1, onde c, € ¢, sdo as concentracdes do soluto na alimentacdo

e no permeado, respectivamente.

Equacdo 2. 1
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J& a seletividade de misturas gasosas ou liquidas ¢ expressa através do fator de
separagdo, descrito na Equacdo 2. 2, em que as fragdes dos componentes A ¢ B no

permeado, referido como y, e na alimentagao, x, sdo relacionados (MULDER, 1996).

Ya
_ /Y

X, Equacdo 2. 2
XB

Os processos de separagdo através de membranas sdo classificados de acordo com a

a

forca motriz usada para promover a permeagdo. Osmose inversa, ultra, micro e
nanofiltragdo sdo mais desenvolvidas técnica e comercialmente e baseiam-se na
diferenca de pressdo entre a alimentagdo e o permeado. A dialise utiliza o gradiente de
concentragdo como forga motriz, enquanto na pervaporagdo, na permeacgao de vapor ¢
na separagdo de gases, a diferenca de pressdo parcial do componente de interesse na
alimentagdo e¢ no permeado governa o transporte. A eletrodialise apresenta uma
diferenca de potencial elétrico como for¢ca motriz. Outros processos como destilagdo
osmodtica, contactores & membrana e processos combinados com rotas tradicionais de

separac¢do estdo em desenvolvimento (STRATHMANN, 2001).

Em fun¢do de seu uso nos processos, as membranas usadas podem ser densas ou
porosas, produzidas a partir de polimeros, materiais ceramicos ou filmes metalicos, com
estrutura simétrica ou assimétrica, solucdes liquidas contendo transportadores
especificos que sdo mantidas em poros por capilaridade ou barreiras eletricamente
carregadas (STRATHMANN, 2001). Um esquema ilustrando as principais morfologias

de membranas sintéticas ¢ apresentado na Figura 2. 2.

As membranas podem ser preparadas em geometrias diferentes, como filmes planos ou
cilindricos, que podem ser do tipo tubular, capilar ou fibra oca. As membranas planas
podem ser condicionadas em modulos do tipo placa-e-quadro ou espiral, com densidade
de empacotamento variando de 400 a 600 m%’m’ e de 800 a 1.000 m*m’,
respectivamente. Membranas tubulares apresentam uma densidade de empacotamento
de 20 a 30 m%m’, enquanto para os capilares, este valor sobe para 1.000 m*/m’.
Entretanto, o grande interesse comercial reside nas membranas de fibra oca, ja que

razdo entre a area de membrana e o volume do modulo é muito superior as demais

10
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geometrias, cerca de 10.000 m*/m’, representando uma melhor utiliza¢do do espaco e

redugdo conseqiiente no custo do equipamento (HABERT et al., 2006).

Membranas simétricas

porosa porosa densa

Membranas assimétricas

densa (integral) porosa densa (composta)
Figura 2. 2: Esquema ilustrativo das principais morfologias das membranas sintéticas usadas
atualmente (HABERT et al., 2006).

2.2.2. A separacao de gases

A primeira aplica¢do industrial significativa de membranas para a separacdo de gases
ocorreu em 1980, quando a Permea langou um processo para recuperacao de hidrogénio
da corrente de purga das plantas de producao de amoénia. As fibras ocas de poli(sulfona)
recobertas com silicone (polidimetilsiloxano) foram um sucesso imediato e
incentivaram o desenvolvimento da tecnologia, como a utilizagdo de acetato de celulose
para remog¢ao de CO, do gas natural e do poli(4-metil-1-penteno) para purificacdo do
nitrogénio proveniente do ar. Outras aplicacdes envolvem a desidratacio do ar

comprimido e a separacao de hidrocarbonetos do nitrogénio ou do ar (BAKER, 2002).

Segundo DRIOLI e ROMANO (2001), a tecnologia de separacdo de gases encontra-se
bem consolidada atualmente e estd apta para substituir os processos tradicionais.
Membranas planas ou fibras ocas sdo comercializadas em modulos por diversas
companhias no mundo. Embora o tipo de mddulo usado seja divulgado, o polimero

ainda ¢ protegido como segredo industrial (DRIOLI e ROMANO, 2001).

11



Capitulo 2: Revisao da literatura

De fato, estima-se que apenas 8 ou 9 polimeros sejam utilizados em pelo menos 90% do
total das plantas de separacdo de gases instaladas. Isto se justifica pelo fato de que, além
de elevada permeabilidade e seletividade, os materiais devem possuir habilidade para a
formag¢ao de membranas finas, estaveis, de baixo custo, que possam ser dispostas em

modulos com elevada densidade de empacotamento (BAKER, 2002).

Uma alternativa interessante tem sido o desenvolvimento de membranas compostas
assimétricas inspiradas nas membranas produzidas por Loeb e Sourirajan na década de
60. Nestes novos sistemas, o suporte ¢ produzido através da técnica de inversdo de
fases, com poros de didmetro na faixa de 100 a 200 A. Esta camada deve ser
mecanicamente resistente e quimicamente estavel, podendo ser produzida por polimeros
de baixo custo. A camada seletiva, por sua vez, pode ser depositada diretamente sobre o
suporte poroso, ou sobre uma camada intermediaria, usada como cola, contendo um
polimero bastante permeavel. A espessura da camada seletiva deve ser inferior a 0,5
um. Por ultimo, uma outra camada protetora pode ser adicionada sobre o polimero
seletivo, evitando o ataque quimico pela corrente de alimentacdo ou abrasdo mecanica

(BAKER, 2002). Uma ilustragdo da morfologia da membrana ¢ apresentada na Figura 2. 3.

Camada protetora

Camada seletiva

Camada intermediaria
{ou cola)
A Suporte poroso

Figura 2. 3: Desenho esquematico da estrutura das membranas densas compostas utilizadas na
separacdo de gases.

No caso das membranas densas, a permeagao de gases ¢ bem descrita pelo modelo da
sor¢ao/difusdo. Em outras palavras, inicialmente ocorre a sor¢dao do permeante na
matriz polimérica, seguida pela difusdo da espécie através da membrana e dessor¢do no
lado do permeado. Esta tltima etapa geralmente ndo oferece resisténcia ao transporte de
massa. Durante a sorc¢do, a afinidade termodinamica entre o par permeante/polimero €
que determina a efetividade da segregacao. Ja para a difusdo, a mobilidade cinética da

espécie de interesse no material da membrana ¢ que governa o processo (BAKER,

12
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2004). Fatores como a temperatura, a pressdo, concentracdo, massa molar, tamanho e
forma da molécula do permeante, a compatibilidade entre o soluto e o polimero, bem

como a reticulagdo e cristalinidade deste ultimo influenciam diretamente no transporte

(HABERT et al., 2006).

2.2.2.1. Membranas aplicadas a separacao do oxigénio

A utilizagdo de membranas para separagdo de O, do ar atmosférico ¢ promissora porque
esta tecnologia ¢ energeticamente menos intensiva. Os mecanismos pelos quais a
separacao se processa sao variados. A adsor¢do de oxigénio em membranas de fibra de
carbono compostas ¢ uma linha de pesquisa investigada por BURCHELL et al. (2005),
por exemplo. Outra abordagem envolve membranas supercondutoras (GORDON e
CUSSLER, 1999). Porém, os trabalhos publicados na literatura apresentam, em sua
maioria, membranas poliméricas para a obteng¢do de oxigénio a partir do ar. O principio
da separacdo pode ser a difusdo simples (WANG et al., 2005) ou facilitada, com a
adi¢do de um transportador (YANG e HUANG, 2000a e b).

Em sua revisao sobre as tendéncias da tecnologia de membranas aplicada a separagdo de
gases, BAKER (2002) ressalta que a separacao de oxigénio do ar ¢ uma tarefa dificil.
Isso porque, embora o oxigénio permeie preferencialmente, ele representa apenas 20%
da mistura gasosa. Ou seja, sempre hd permeagdo de nitrogénio, dada sua maior
concentragdo na alimentagdo. Esta limitacdo entre permeabilidade e seletividade ¢
descrita através do diagrama de Robeson, apresentado na Figura 2. 4. O limite superior,
correspondente aos materiais mais permedveis e seletivos, tem sido pouco alterado nos

ultimos anos.

DRIOLI ¢ ROMANO (2001) ressaltam que o uso de membranas para producao de
oxigénio com pureza superior a 90% geralmente requer a compressao da alimentacdo ou
0 uso de vacuo na corrente do permeado, o que torna o desempenho deste tipo de
processo inferior a adsor¢do do ar atmosférico em zedlitas. BAKER (2002) afirma que
os modulos de fibra oca respondem por mais de 80% das aplicacdes industriais na
separagdo de gases, principalmente devido aos baixos custos comparados as membranas

em espiral.

13
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Figura 2. 4: Diagrama de Robeson (BAKER, 2002), mostrando o comportamento inverso entre a
seletividade O,/N, e a permeabilidade ao oxigénio de materiais poliméricos.

Neste sentido, NIJDAM et al. (2005) investigaram uma nova geometria para
membranas de fibra oca, visando aumentar a area superficial. As membranas preparadas
consistiram em uma mistura poli(éter sulfona)/poliimida (20/80, em massa). As
permeabilidades ao N, e ao O, foram de 0,81 e 5,26 GPU (gas permeation unit,
equivalente a 10° cm’(CNTP).cm™.s'.cmHg™"), respectivamente, com seletividade
praticamente inalterada. Os resultados revelaram um aumento de 19% na area
superficial devido a mudanca da geometria das fibras, conforme apresentado na Figura
2. 5. A espessura da “pele” nas membranas micro-estruturadas (0,17 um) foi semelhante

a das membranas circulares (0,18 um).

O sucesso da produgdo de oxigénio por meio de processos com membranas depende,
portanto, das melhorias no desempenho destas ultimas. O desenvolvimento comercial
foi iniciado nos anos 80, utilizando membranas de silicone/poli(sulfona) e celulose.
Entretanto, os resultados ndo foram suficientemente bons para competir com a
tecnologia criogénica (BAKER, 2002). Desde entdo, novos materiais vém sendo

investigados.

Os trabalhos publicados nos ultimos anos para separagao O,/N; por difusdo simples sao
baseados no controle da densidade de empacotamento das cadeias poliméricas ou
alteragdo na quimica superficial dos polimeros. O empacotamento das cadeias

poliméricas tem sido modificado através da incorporagdo de grupos volumosos, tais

14
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como anéis aromaticos ou haletos de alquila (WANG et al., 2005 ¢ LI et al., 1996) ou
de complexos metalicos nano-estruturados (KURDI e TREMBLAY, 2003). Ja a
mudanga na quimica de superficie dos polimeros ¢ alcangada, na maior parte das vezes,
através da tecnologia de plasma (CHEN et al.,, 1997a ¢ RUAAN et al., 1998). Os
valores de permeabilidade e seletividade encontrados nestes artigos sao apresentados na

Tabela 2. 2.

ZB8nm 3411

Figura 2. 5: Membranas micro-estruturadas visando o aumento da area superficial para
permeacdo (NIJDAM et al., 2005).

Com o objetivo de melhorar as propriedades de permeagdo, membranas de transporte
facilitado tém sido investigadas (SHENTU e NISHIDE, 2003, CHEN et al., 1997b).
Este processo combina uma reagdo quimica com a difusdo. O soluto reage inicialmente
com o transportador para formar um complexo, que se difunde até liberar a espécie de
interesse no permeado. As membranas podem ser liquidas, com o transportador
dissolvido em um solvente que ¢ posteriormente impregnado nos poros de um suporte;
ou poliméricas, com o transportador ligado fisica ou quimicamente na matriz solida. A
vantagem das membranas de transporte facilitado reside na melhoria da seletividade e
aumento no fluxo permeado, especialmente para pressdo parcial pequena do

componente a ser separado (FIGOLI et al., 2001).
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Tabela 2. 2: Trabalhos que contemplam a separagéo oxigénio/nitrogénio por difuséo simples.

. Paiimentacao | Permeabilidade )
Polimero base Tratamento o (02/Ny) Referéncia
(kPa) (GPU)
Poli(imida) Adigdo de grupos 0.09 0,5% 10,1 WANG et al.
aromatica volumosos ’ 5,2% 6,8 (2005)
Adigdo de KURDI ¢
Poli(éter imida) complexos 1280 0,1 5,5 TREMBLAY
metalicos (2003)
Celulose Esterificagdo 410 2,2 32 LIetal. (1996)
Composta
Adicéo de N por RUAAN et al.
polibutadieno/ - 0,07 10,5
plasma (1998)
policarbonato
Polibutadieno/ | Adi¢do de Cl por 03 75 CHEN et al.
policarbonato plasma ’ ’ (1997a)

* Considerando uma membrana com espessura de 0,1 pm.

2.2.3. Membranas de transporte facilitado

O mecanismo mais aceito para o transporte de substancias através de membranas poliméricas
densas ¢ a sor¢do/difusdo. O soluto se dissolve na membrana e se difunde devido a um
gradiente de potencial quimico. As membranas de transporte facilitado apresentam, além do
mecanismo de sor¢ao/difusdo ordinario, uma reacdo de complexacdo reversivel (WAY e
NOBLE, 1992), conforme apresentado na Equagao 2. 3, que auxilia o transporte. A € o soluto
de interesse, B ¢ o transportador, AB ¢ o complexo transportador/soluto e k; e k; sdo as

constantes da reagao direta e inversa, respectivamente.

l{1
A + B=—= AB
k

2

Equacéo 2. 3

Apresenta-se, na Figura 2. 6, um esquema ilustrando os dois mecanismos de transporte

nas membranas de transporte facilitado.

A taxa global de transferéncia de massa do soluto ¢ a soma do fluxo do complexo
transportador/soluto com o fluxo do soluto ndo complexado. No limite em que a reagdo
¢ rapida, a taxa de difusdao do complexo controla a taxa de transferéncia de massa

(WAY e NOBLE, 1992).
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O processo global pode ser considerado como um transporte passivo, ja que a molécula
do soluto ¢ transportada de uma regidao onde o potencial quimico ¢ elevado para outra,
onde ele ¢ mais baixo. As vantagens das membranas de transporte facilitado residem em
sua seletividade, dada a especificidade da reagdo entre o transportador € o soluto, e
fluxo aumentado, especialmente para pressdes parciais pequenas da espécie de interesse,

que favorecem o mecanismo reativo (FIGOLI et al., 2001).

*———
P _ o Transporte
\ /d facilitado
@ ® ®
> ®
@
o
- > o Transporte
difusivo
K ® simples

. Espécie 1 (Soluto de interesse)
Espécie 2

Transportador mével

Figura 2. 6: Esquema do transporte facilitado em membranas liquidas.

O mecanismo reativo ¢ a razao de o fluxo das membranas de transporte facilitado nao
ser sempre proporcional a diferenga de concentragdo através da membrana. Para
concentragdes muito elevadas, todas as espécies do transportador estdo ligadas as
moléculas do soluto e um aumento na concentracdo deste na alimenta¢do nao resultara
em um aumento do fluxo através do mecanismo reativo. Nestas condigdes, conhecidas
como saturacdo do transportador, este ultimo estd no maximo de sua capacidade de
ligacdo ao soluto. Para for¢as motrizes menores, o fluxo proveniente do mecanismo de
sor¢ao/difusdo ¢ pequeno e a maioria da difusio se deve ao complexo

transportador/soluto. A medida que a forca motriz se reduz ainda mais, o fluxo das
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moléculas de soluto ndo complexadas diminui muito mais rédpido que o do complexo

(WAY e NOBLE, 1992).

O equilibrio da rea¢do de complexacao entre o transportador e o soluto deve obedecer a
um balanco adequado. A taxa de complexacdo deve ser suficientemente grande para se
obter grandes quantidades do complexo e, portanto, um efeito de facilitacdo elevado.
Por outro lado, a taxa inversa deve ser grande o suficiente para que o soluto seja
recuperado no permeado e o transportador se regenere, sem grande consumo energético
(NOBLE et al., 1989). Ilustra-se, na Figura 2. 7, a faixa energética adequada para a

reacdo de complexacao.

Faixa adequada para
reacOes reversiveis

2 Van der Waals
o
2 Interacbesacido-base
Q
° Lig. hidrogénio
e
= Ligacdo  (eletrost.)
Quelacao
Covalente
1 v v LR |
10 100

Energia de ligagéo (kJ/mol)

Figura 2. 7: Tipos de ligacéo e energias mais adequadas para reacfes de complexacdo empregadas
em processos de separacdo (NOBLE et al., 1989).

Conforme apresentado na figura, a faixa adequada para as energias de ligagdo ¢ de 10 a
50 kJ/mol. Energias inferiores a 10 kJ/mol sao semelhantes a interagdes do tipo van der

Waals, enquanto as maiores que 50 kJ/mol sdo dificeis de reverter (NOBLE et al.,1989).

2.2.3.1. Configuracédo das membranas e mecanismo de transporte facilitado

As principais configuragdes para as membranas de transporte facilitado sdo filme

liquido suportado, polimero inchado em solvente e filme s6lido polimérico contendo
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grupos funcionais reativos, também denominadas membranas com transportadores fixos

(FIGOLI et al., 2001).

Uma membrana liquida suportada é preparada impregnando os poros de um suporte
microporoso bastante fino com a solugdao do transportador ou com ele puro, caso seja
liquido. A solucdo do transportador ¢ mantida nos poros por forcas capilares. Portanto,
as condigdes operacionais devem ser cuidadosamente controladas para evitar
evaporac¢do da soluc¢do do transportador ou condensagdo do solvente da alimentagdo na
superficie da membrana (WAY e NOBLE, 1992). Um esquema deste tipo de membrana

¢ apresentado na Figura 2. 8.

Membrana liquida Suporte poroso

Figura 2. 8: Esquema de uma membrana liquida suportada.

As espessuras tipicas encontradas para estas membranas sdo de 5 a 25 um, que ¢ uma ou
duas ordens de grandeza maior que a pele densa de membranas assimétricas
poliméricas. Entretanto, os coeficientes de difusdo sao da ordem de 10° a 107 cm2/s,
muito maiores que dos polimeros vitreos, que raramente ultrapassam 10 cm?/s. Assim,
os fluxos entre as membranas liquidas imobilizadas e as poliméricas assimétricas sdo

comparaveis (WAY e NOBLE, 1992).

Na permeacgdo através de uma membrana liquida contendo um transportador especifico
para o soluto de interesse, o transporte reativo ¢ mediado pelo transportador movel. O
transportador se liga especificamente ao soluto de interesse na interface
alimentacdo/membrana, formando um complexo. O permeado ¢ mantido em uma
pressdo suficientemente baixa do soluto para favorecer a descomplexagdo na interface
membrana/permeado. Assim, o transportador atua como um veiculo em resposta aos

gradientes de concentracdo das formas complexada e descomplexada, ligando-se ao

19



Capitulo 2: Revisao da literatura

oxigénio na alimentagdo, difundindo através da membrana e liberando o soluto na
interface membrana/permeado para recomecar o processo. Como o transportador €
especifico para o soluto, sua taxa de transporte ¢ aumentada sem alteracdo para as
demais espécies, resultando em uma permeabilidade consideravelmente maior e maior

seletividade (CHEN et al., 1997b).

A partir da expressdo da constante de equilibrio para a reacdo de ligacdo do
transportador ao soluto, a concentragdo do complexo AB, Cap, na membrana liquida ¢
apresentada na Equagao 2. 4:

_ CB,OKApA
1+K,p,

AB Equacéo 2. 4

onde Cg ¢ a concentracdo do transportador na membrana liquida, pa € a pressdo parcial

de A na alimentacdo e K ¢ a constante de equilibrio da reacdo de complexacao.

A permeabilidade da espécie A, P5 (cm*(CNTP).cm.cm™.s™.cmHg™), ¢ definida como o
produto da difusividade pela solubilidade na membrana liquida, que ¢ freqiientemente
representado para o transporte facilitado como um modelo de dupla sor¢ao (CHEN et
al., 1997b), conforme a Equagéo 2. 5:

CpoK

P,=k,D, +——
A = Kylly 1+K,p,

AB Equacéo 2.5

em que ky € a constante de Henry, Ds € Dap sdo os coeficientes de difusdo da espécie A
livre e do complexo AB na solucdo da membrana, respectivamente. Como estes valores
sdo constantes para uma dada temperatura e concentracdo do transportador, a
permeabilidade aumenta com a diminui¢do da pressdo parcial de A (CHEN et al.,

1997b), conforme apresentado na Figura 2. 9.

Para pequenas pressdes parciais de A, o termo correspondente ao transporte facilitado
contribui com uma parcela maior para a permeabilidade e os valores obtidos sdo
elevados. Porém, quando a pressdo parcial de A ¢ elevada, todos os sitios do
transportador estdo ocupados e a permeabilidade tende assintoticamente ao valor da

permeabilidade do soluto na auséncia do transportador (FERRAZ, 2003).
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Permeabilidade

v

pressao

Figura 2. 9: Comportamento entre permeabilidade e pressao parcial de A em membranas liquidas
suportadas.

Um resultado tipico para o fluxo do soluto através de uma membrana liquida de
transporte facilitado ¢ apresentado Figura 2. 10. A linha inferior corresponde ao fluxo
para a membrana liquida contendo o transportador inativo, ou seja, o fluxo
correspondente a permeacgdo fisica pelo mecanismo de sor¢cdo/difusdo, proporcional a
diferenca de pressdo parcial de A através das membranas. A curva com pontos
representa o fluxo total de soluto (considerando o fluxo facilitado) através das
membranas contendo o transportador na forma ativa (CHEN et al., 1997b). O fluxo
parcial acima da linha inferior (a area sombreada na figura) ¢ atribuido ao fluxo
facilitado da espécie de interesse. Ele aumenta mais rapidamente para pressdes parciais
mais baixas de oxigénio, onde o transporte facilitado ¢ o termo predominante, e

apresenta aumento constante para pressdes mais elevadas do soluto.

O fluxo total de oxigénio é, portanto, a soma da parcela proveniente do mecanismo
sor¢do/difusdo com a do mecanismo reativo (JOHNSON et al., 1987), conforme
apresentado na Equacao 2. 6:

_D,AC, D, AC,,
T Ax + Ax Equagdo 2. 6

U

Onde AC, e ACpp sdo as variagdes de concentracdo do soluto e do complexo

transportador/soluto na membrana, respectivamente, e Ax ¢ a espessura da membrana.
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Figura 2. 10: Comportamento do fluxo com a presséo parcial do oxigénio nas membranas de
transporte facilitado (CHEN et al., 1997b).

Reescrevendo a equagdo acima considerando a sor¢do do tipo Henry para o transporte

simples e do tipo Langmuir para o transporte facilitado, tem-se a Equacao 2. 7.

kaADA+ CB,OKA Pa

] = A u
A | 1+K,p, | AB Equacéo 2. 7

Onde | ¢ a espessura da membrana (CHEN et al., 1997b).

A principal vantagem das membranas liquidas suportadas ¢ a simplicidade de operacao.
Embora estas membranas sejam pouco estaveis, o desenvolvimento da tecnologia de
membranas de transporte facilitado, especialmente no que tange ao mecanismo de
transporte, ocorreu gragas a esta configuragao (JOHNSON et al., 1987, BAKER et al.,
1987, MATSON e LONSDALE, 1987).

22



Capitulo 2: Revisao da literatura

Membranas de transporte facilitado de estrutura intermediaria entre as fases liquida e
solida podem ser preparadas pelo inchamento de um filme polimérico com um solvente
e introdugdo do transportador por difusdo ou por troca idnica. Este tipo de membrana ¢é
mais empregado para a separacdo de ions, ja que o transportador € retido por forcas
eletrostaticas na membrana polimérica de troca idnica, evitando perdas. A principal

desvantagem desta configuracdo ¢ a baixa permeabilidade, dada a espessura da

membrana (NOBLE et al., 1989).

Com o objetivo de melhorar a estabilidade das membranas de transporte facilitado,
agentes complexantes foram ligados as cadeias poliméricas € as membranas tém sido
preparadas a partir destes polimeros reativos. Esta configuragdo, conhecida como
transportador fixo, ¢ muito estavel e seletiva (WAY e NOBLE, 1992). O mecanismo do
transporte nestas membranas ainda € objeto de estudo pelos pesquisadores. Entretanto,
acredita-se que a espécie de interesse “salte” entre os sitios do transportador (CUSSLER

et al., 1989), conforme apresentado na Figura 2. 11.

A maioria dos trabalhos publicados na literatura aborda a permeagdo seletiva de O,
utilizando complexos metélicos que obedecem ao modelo da isoterma de Langmuir. As
relacdes entre permeabilidade e forca motriz exibem o comportamento de saturagdo
esperado para o transporte mediado por reagdo quimica, conforme apresentado na

Figura 2. 10 (WAY e NOBLE, 1992).

Cussler e colaboradores (CUSSLER et al., 1989) propuseram uma teoria para o
transporte facilitado em membranas com transportadores fixos baseada no mecanismo
de saltos do soluto entre os sitios de liga¢ao. Para eles, ha um limite de percolacdo, ou
seja, abaixo de uma determinada concentragdo do transportador, a distancia entre os
sitios de complexacdo aumenta de modo a inviabilizar o transporte da espécie de
interesse. Entretanto, as equacgdes apresentadas para o fendmeno, com restricdes na
etapa de difusdo e de reacdao quimica foram semelhantes a forma da Equagdo 2. 7. Por
outro lado, NOBLE (1990) propos uma teoria em que nao hé existéncia do limite de
percolag@o. As moléculas do soluto poderiam migrar entre os sitios do transportador
através da difusdo pelas cadeias poliméricas. O modelo obtido, ainda assim, ¢ andlogo

ao apresentado anteriormente, quando da descri¢do do mecanismo da dupla sor¢ao.
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Figura 2. 11: Esquema de membranas de transporte facilitado com transportador fixo (FIGOLI et
al., 2001).

Em relagdo a configuragdo das membranas, FIGOLI et al. (2001) apresentam uma
alternativa para estabilizar o transportador disperso na matriz polimérica. A estratégia
consiste no micro-encapsulamento do transportador em células fechadas (semelhantes
aos eritrocitos nos sistemas biologicos), que sdo dispersas em uma camada superficial

seletiva e fina (0,1 a 0,5 um) de polimero. Porém, a tecnologia ainda ¢ incipiente.

2.2.3.2. Propriedades que afetam o transporte

O desempenho de membranas de transporte facilitado ¢ dependente de varias propriedades
do sistema que determinam a taxa de transferéncia de massa através da membrana para o

soluto de interesse. As variaveis importantes sao listadas na Tabela 2. 3.

Estas propriedades fisicas do sistema podem ser agrupadas em numeros adimensionais
que permitem uma avaliagdo simplificada do desempenho esperado de um par
soluto/transportador especial. Estas variaveis adimensionais possuem significado fisico
e sdo apresentadas na Tabela 2. 4. Elas podem ser medidas experimentalmente ou

estimadas independentemente. Desta forma, € possivel diminuir o empirismo e oferecer
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bases para determinacdao de algumas relagdes entre as propriedades do sistema e seu

desempenho (WAY e NOBLE, 1992).

Tabela 2. 3: Variaveis importantes no desempenho dos sistemas de transporte facilitado.

k Coeficiente de transferéncia de massa baseado na for¢ca motriz concentragao.
DA Coeficiente de difusdo do soluto na membrana.

Dap Coeficiente de difusdo do complexo soluto/transportador na membrana.

k; Taxa de reacdo de complexagao.

k,  Taxa dareagdo de descomplexagao.

Capo Concentrag@o do soluto na interface membrana/alimentacao.

Csr Concentracdo total do transportador na membrana.

1 Espessura da membrana.

Tabela 2. 4: Nimeros adimensionais importantes no transporte facilitado.

F Razao entre o fluxo do soluto permeado via difusdo facilitada e difusdo simples.

oo Razdo de mobilidade, que ¢ a razdo da mobilidade do transportador pela mobilidade
do soluto = DagCg 1/(DaCa )

¢ Inverso do numero de Damkohler (DAB/kzlz), razao entre os tempos caracteristicos
da reagdo inversa e da difusao.

K4 Constante de equilibrio adimensional da reagdo (k;Ca o/k»).

Sh Numero de Sherwood para a transferéncia de massa do soluto (kl/Da).

SMITH e QUINN (1979) derivaram uma expressao para descrever o fluxo de um soluto
entre os sitios de um transportador fixo. Considerou-se que a concentragao de sitios que
ndo reagem com o soluto ¢ fixa (Cg), 0 que significa fisicamente que ha grande excesso
de transportador na matriz polimérica. Para um sistema que opera em regime

permanente, a solu¢ao do problema ¢ apresentada na Equacao 2. 8.

1+ %

F = 1+K )
LK, (tanh/ij Equagdo 2. 8

1+Ka A

onde
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5] 1+(a+1)K,
_5 W Equacdo 2.9

Esta solu¢do apresenta comportamento adequado tanto para regimes limitados por
difusdo quanto por reacdo quimica. Obviamente, ja que o excesso de transportador foi
considerado para o desenvolvimento do modelo, a solu¢do ndo representa o desempenho

do sistema quando o transportador estd saturado (WAY e NOBLE, 1992).

No limite em que o termo tanhA/A tende a zero, ou seja, a facilitagdo ¢ maxima, a
Equagao 2. 8 adquire a forma da Equacao 2. 10:

aK ,

F=1+ 11K, Equacéo 2. 10

Esta equacdo foi derivada pela primeira vez por WARD (1970). Para a obtengao deste
modelo, foi considerado que o sistema ¢ limitado por difusdo, que os coeficientes do
transportador ¢ do complexo sdo iguais — o que ¢ razoavel quando a molécula do
transportador ¢ muito maior que a do soluto — e que a concentracdo do soluto na

interface membrana/permeado ¢ igual a zero.

Visando incorporar os efeitos de resisténcia a transferéncia de massa adjacentes a
membrana, NOBLE et al. (1986) estenderam o modelo apresentado na Equagédo 2. 8,

incluindo o nimero de Sherwood, conforme apresentado na Equagao 2. 11:

1+ aK, 1+£
1+K, Sh
oK, |tanh A oK, | 2 Equagdo 2. 11
1+ +| 1+ il
1+K, ) 4 1+ K, A\ 'Sh

Uma outra abordagem, apresentada em uma série de trabalhos de Kang e colaboradores

(KANG et al., 1996, HONG et al., 1996 e HONG et al., 1999), baseia-se na flutuagio

F=

local instantdnea da concentragdo (ou pressao parcial) do soluto ao longo da membrana
devido a reagcdo com o transportador. Os autores estabeleceram uma analogia do
transporte facilitado com transportadores fixos com a transferéncia de elétrons em um

circuito RC. O modelo derivado ¢ apresentado na Equacao 2. 12:
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P D 27K,1*Cy o In(1+ K, p
%ZH(—dj ”2{ 0 A Equagdo 2. 12

P Po

O significado de cada uma das varidveis ¢ apresentado na Tabela 2. 5.

Tabela 2. 5: Variaveis para o modelo de transporte facilitado com transportador fixo desenvolvido
em analogia com o circuito elétrico.

Ps Permeabilidade do soluto na membrana de transporte facilitado.

P Permeabilidade do soluto devido a difusdo na matriz polimérica.

pa € po Variagdes da pressao na superficie da membrana.

n Numero de camadas hipotéticas, representando o numero de moléculas do

transportador que o soluto deve encontrar em seu caminho difusivo.

k, Taxa da reacdo de descomplexagao.
Ka Constante de equilibrio da reacao de complexacao.
1 Espessura da membrana.

Cgso  Concentragdo inicial do transportador na membrana.

Embora apresentem diferentes enfoques em relagdo ao transporte facilitado, ambos os
modelos indicam a dependéncia do fendmeno com a razdo entre o tempo caracteristico
de difusdo e reacdo quimica e a concentragdo total do transportador, conforme esperado

(HONG et al., 1999).

2.2.3.3. Aplicagéo das membranas de transporte facilitado para a separagao
O,/N,

A separacdo dos componentes do ar € a aplicagdo potencialmente mais importante do
transporte facilitado com membranas por causa do enorme tamanho do mercado, ja que
N; e O, sdo commodities quimicas expressivas. A produgdao de oxigénio utilizando
processos com membranas nao € comercialmente competitiva com a tecnologia
criogénica devido ao comprometimento existente entre permeabilidade e seletividade. A

Equacdo 2. 13 apresenta a fragdo molar méxima no permeado, ym.x, em funcdo da

seletividade, o O,/N;, e a fragdo molar do géas de alimentagdo, Xy, que para o oxigénio é

de aproximadamente 0,21 (WAY e NOBLE, 1992):
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Ao, N, %o

Yimax = Equacio 2. 13
Ao iy, %o 1%, quagao 2.

Utilizando a equagdo acima, a seletividade minima requerida para a producdo de um
permeado com 95% de oxigénio, como obtido pelos métodos criogénicos, ¢ de 70. Este
valor ¢ cerca de uma ordem de grandeza maior que os obtidos com materiais
desenvolvidos recentemente para permeacao por difusdao simples, conforme apresentado

na Tabela 2. 2.

As membranas de transporte facilitado surgem, entdo, como alternativa promissora para
a separacao, desde que seletividades elevadas sejam alcancadas. O estado-da-arte na
utilizagdo de membranas que exibem transporte facilitado, liquidas suportadas ou com

transportadores fixos, ¢ apresentado a seguir.

As membranas liquidas suportadas consistem em uma solucdo organica do
transportador impregnada em um suporte microporoso, que pode ser uma membrana
polimérica de ultra ou microfiltragdo. Na Tabela 2. 6, destacam-se alguns trabalhos

nesta linha de pesquisa.

O principal avango das membranas liquidas suportadas contendo transportadores
sintéticos para permeagao seletiva de oxigénio € proveniente dos trabalhos de ROMAN
e BAKER (1985) ¢ JOHNSON et al. (1987). Estas membranas apresentaram elevados
valores de seletividade e permeabilidade, jamais encontrados anteriormente. Entretanto,
a despeito da seletividade elevada, este tipo de membrana esbarrou na limitagao imposta
pelas perdas do solvente e do transportador devido a evaporagdo ou desativacdo

quimica. Os transportadores apresentaram atividade por apenas 30 dias.

Trabalhos posteriores investigando membranas liquidas suportadas sao escassos na
literatura, devido a instabilidade desta configurag¢do. Entretanto, estudos preliminares
que visam caracterizar um dado transportador para a separacdo O,/N;, encontram maior
entendimento dos mecanismos de transporte utilizando este tipo de membrana. Desta
forma, CHEN et al. (1997b) estudaram o uso de cobalto-porfirinas modificadas para a

permeagdo seletiva de O,, assim como FERRAZ (2003) investigou o uso de cobalto-
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mioglobina ¢ hemoglobina como transportadores. BERNAL et al. (2002) avaliaram o
emprego de uma solugdo de iridio em m-xileno suportada em zedlita. Porém, a

seletividade obtida foi muito pequena, igual a 2,8.

Tabela 2. 6: Principais trabalhos que abordam a separacdo O,/N, através de membranas liquidas

suportadas.
a O,/N; P O, (Barrer®) T (°C) Referéncia
ROMAN e
30 1500 25
BAKER (1985)
JOHNSON et al.
20 260 -10
(1987)
CHEN et al.
40 1000 10
(1997b)
BERNAL et al.
2,8 361 27
(2002)
21 1600 10 FERRAZ (2003)

*1 Barrer corresponde a 10" cm*(CNTP).cm.cm™.s'.cmHg ™.

Visando estabilizar este sistema, membranas poliméricas contendo transportadores fixos
tém sido intensamente investigadas na literatura. Muitos trabalhos sdo realizados em
laboratorios industriais e figuram como patentes, confirmando o potencial da técnica. O
desempenho das membranas produzidas nos ultimos anos pode ser acompanhado na

Tabela 2. 7.

De um modo geral, os transportadores investigados sao CoP (cobalto-porfirinas) ou Co-
Sch (cobalto-base de Schiff). Polimeros elastoméricos e vitreos sdo empregados. A
geometria das membranas ainda é plana, com espessura cerca de 2 ordens de grandeza
maior que o desejavel, constituindo um obstaculo a transferéncia de massa. Além disso,
poucos trabalhos apresentam o tempo de meia-vida do transportador, uma das

limitacdes da tecnologia, considerando a autoxidagdo a que estdo sujeitos.

Apresenta-se, na Figura 2. 12, uma comparagcdo entre a curva correspondente aos

materiais mais permeaveis e seletivos em 1991, de acordo com o diagrama de Robeson,
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com os resultados obtidos através das membranas poliméricas, com transportadores

fixos, apresentados na Tabela 2. 7.

Tabela 2. 7: Trabalhos envolvendo membranas de transporte facilitado com transportador fixo.

Trans- . Ct o P O2 T Pa\lim Tmeia-vida
Polimero I (um) ) Trabalho
portador (Yomessa) | O,/N, | (Barrer) (°C) | (mmHg) | (dias)
Poli(alquil
NISHIDE et al.
CoP metacrilato) - 3,5 - - 25 50 -
(1987)
sobre PDMS
Co- Copolimero do DELANEY et al.
- 12,2 3,99 - - 2830 10
Salphen estireno (1990)
Poli(alquil NISHIDE et
CoP ) 25 8,3 6 60 45 25 -
metacrilato) al.(1991a)
Poli(alquil NISHIDE et
CoMPP 1,3 17,7 62 60 45 5 -
metacrilato) al.(1991b)
Co-Sch PVA/PAAmM 13 8,5 0,0282 - - - - CHOI et al.(1995)
Poli(alquil SUZUKI et al.
CoP 20 14 70 30 25 5 -
metacrilato) (1996)
CoSalen | Policarbonato 3 15 0,33 - 5 - - CHEN e LAI (1996)
RUAAN et al.
CoSalPr | Policarbonato - 6,92 1,65 - 35 - -
(1997)
Co-Sch PVA/PAAmM - 8,5 0,0282 - - 9,75 - PARK et al (1997)
Poli(alquil
metacrilato-co- NISHIDE et al.
CoP 20 118 2,6 10 30 5 90
dicloreto de (1998)
vinila)
Co Poliuretano - 44 [2x107* - - - - CHEN et al.(1998)
Co-Sch Celulose 4 4,1 14,2 60 30 758 - HE et al. (1998)
YANG e HUANG
CoP Celulose 1 4,44 12,39 55 30 60 -
(2000a)
YANG e HUANG
CoP Celulose 10 3.8 - 55 30 1500 -
(2000b)
Sal de Co - 12,3 10,3 11,2 - 30 380 - WANG et al. (2002)
Poli(alquil SHENTU e
CoP ) 10 - kE 1 30 25 5 -
metacrilato) NISHIDE (2003)

Nomenclatura: C; — concentragdo do transportador; CoP: cobalto-porfirina; Co-Sch — Cobalto complexado com base

de Schiff; CoMPP: derivados da CoP; CoSalPr, CoSalen e CoSalphen: cobalto complexado com diferentes bases de

Schiff ; poli(alquil metacrilato): butil, octil ou lauril; PAAm — poli(alil amina).

(-): Dados néo disponiveis.

* Considerando membrana com espessura de 0,1 um.

** Fator de facilitagdo do oxigénio igual a 18.
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Figura 2. 12: Comparacao entre os materiais mais seletivos e permeaveis (diagrama de Robeson
(BAKER, 2002), linha continua) com as membranas poliméricas contendo transportadores fixos
desenvolvidas nos ultimos 15 anos.

As andlises da Figura 2. 12 e da Tabela 2. 7 indicam o enorme potencial das membranas
de transporte facilitado contendo transportadores fixos. De modo particular, vale
destacar o estudo intenso realizado por Nishide e colaboradores, nos ultimos 15 anos,
visando fixar quimicamente o transportador na matriz polimérica. O melhor resultado
obtido consistiu em seletividade de 118 e permeabilidade igual a 2,6 Barrer, com tempo
de meia-vida do transportador igual a 3 meses (NISHIDE et al., 1998). Para efeito de
comparagao, FIGOLI et al. (2001) apresentaram as condigdes desejaveis para que a
membrana de transporte facilitado possa competir com a tecnologia criogénica
tradicional. Segundo eles, as membranas devem apresentar seletividade maior que 20
e fluxo maior que 1,5 x 10? m’m?h'bar’ (que corresponde a 555 Barrer/cm),
operando em um Unico estagio sob pressao menor que 10 bar e temperaturas entre 0
e 40°C. Para garantir estabilidade, o tempo de vida da membrana deve ser superior a

1 ano.
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As seletividades alcangadas nas membranas de transporte facilitado justificam o

interesse dos pesquisadores nesta tecnologia, embora ainda haja obstaculos a serem

transpostos. Eis alguns deles:

a)

b)

d)

O mecanismo de transporte do soluto através dos sitios fixos do transportador ainda
precisa ser esclarecido. Embora o modelo da dupla sor¢do — mecanismo do tipo
sor¢ao de Henry para o transporte difusivo simples e Langmuir para a difusdo
facilitada — ajuste-se bem aos dados experimentais, a existéncia ou ndo de um limite
de percolagao ainda ¢ questionado.

O efeito da matriz polimérica na permeabilidade da espécie de interesse tem sido
pouco estudado (SHENTU e NISHIDE, 2003). Parece haver uma maior facilitacao
quando se utilizam polimeros vitreos, o que freqiientemente ¢ associado a um maior
volume livre (WANG et al., 2002).

O efeito da adi¢do do transportador na matriz polimérica precisa ser investigado.
Parece haver um limite, acima do qual a membrana torna-se muito quebradica e a
medida de permeabilidade ¢ prejudicada (NISHIDE et al., 1991a).

A influéncia de grupos substituintes no transportador pode alterar a seletividade das
membranas ¢ este tipo de estudo ainda ¢ escasso na literatura (YANG ¢ HUANG,
2000a e b).

O desenvolvimento de técnicas que permitam a sintese de membranas assimétricas
de fibra oca, com a camada superficial extremamente fina, na faixa de 0,1 a 0,5 pm.
Isso pode tornar as membranas viaveis, uma vez que o fluxo pode ser muito
aumentado.

A investigacdo do mecanismo de autoxidacdo que permita o desenvolvimento de
transportadores mais estdveis pode ser entendida como o maior desafio para a
aplicacdo comercial das membranas de transporte facilitado. Como o maior periodo
de utilizagdo destas membranas foi de apenas 3 meses (NISHIDE et al., 1998), este

¢ um fator decisivo para a melhoria do desempenho destas membranas.

2.3. Transportadores de oxigénio

A transicdo da vida anaerdbica para a aerdbica foi uma importante etapa evolutiva, ja

que um rico reservatorio de energia foi disponibilizado. Dezoito vezes mais energia ¢

extraida da glicose na presenga de oxigénio que em sua auséncia. Os desenvolvimentos
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de um sistema circulatério e de moléculas transportadoras garantiram aos vertebrados
fluxos continuos e adequados de oxigénio. Mioglobina e hemoglobina sdo os principais
transportadores. A hemoglobina, contida nos eritrocitos sangiiineos, aumenta em 50
vezes a capacidade de transporte de oxigénio. Ja a mioglobina serve como fornecedora
de oxigénio reserva e facilita o transporte deste no musculo. Na auséncia de um
dispositivo como este, o tamanho dos organismos aerobios estaria limitado a alguns
milimetros porque a difusdo de oxigénio ao longo de grandes dimensdes seria muito
lenta para suprir as necessidades celulares (STRYER, 1999). Nesta se¢do, os principais
aspectos estruturais dos transportadores de oxigénio com potencial para aplicacdo nas

membranas de transporte facilitado sao apresentados.

2.3.1. Transportadores naturais

A mioglobina ¢ uma hemoproteina citoplasmatica capaz de se ligar reversivelmente ao
oxigénio molecular e facilitar o transporte do mesmo dos eritrdcitos para as
mitocondrias, durante periodos de aumento da atividade metabodlica, ou atuar como
reservatorio deste em condigdes de anoxia ou hipoxia (ORDWAY e GARRY, 2004).
Primeira proteina a ter sua estrutura desvendada através da difracdo de raios-X
(STRYER, 1999), a mioglobina ainda ¢ estudada devido as fung¢des atribuidas a ela
recentemente (GARRY et al., 2003). Sua cadeia polipeptidica ¢ constituida por 153
residuos que se organizam em oito seqiiéncias de a-hélices, denominadas de A a H e
arranjadas de modo a formar uma proteina globular com dimensdes de,
aproximadamente, 44 x 44 x 25 A (STRYER, 1999). A estrutura da mioglobina ¢é

apresentada na Figura 2. 13.

O grupo prostético hemo, apresentado na Figura 2. 14, localiza-se numa cavidade
hidrofébica da molécula entre dois residuos de histidina, His 64 e His 93, ¢ ¢ constituido
por um atomo de ferro central coordenado a quatro nitrogénios de anéis pirrélicos
dispostos em um unico plano. A quinta posi¢do de coordenagao ¢ ocupada pela ligagao
com o anel imidazol da His 93, responsavel pela estabilizagdo do grupo hemo e pelo
deslocamento do atomo de ferro de 0,3 A do plano da molécula. A sexta posi¢do de
ligacdo, vazia no caso da desoximioglobina, funciona como o sitio de ligacdo da
molécula de oxigénio, bem como de outros ligantes, como CO e NO. A ligacdo com o

oxigénio promove o alinhamento do ferro no plano do grupo hemo (STRYER, 1999).
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Figura 2. 14: Grupo prostético hemo, ilustrando as liga¢6es do atomo de ferro central com os
nitrogénios do anel porfirinico, a Histidina (His 93) e o oxigénio molecular (VOET et al., 2000).
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O papel da histidina distal, His 64 ou His E7, consiste em oferecer impedimento
espacial do sitio ativo, garantindo a reversibilidade da reagdo, através da formagao de
uma ponte de hidrogénio com o O,, na geometria mostrada na Figura 2. 15. Duas
cadeias laterais do hemo onde o O, se liga, Val E1l e Phe CDI, auxiliam na
manuten¢do da posicao do grupo prostético. Estas cadeias laterais provavelmente
oscilam a medida que a proteina “respira”, permitindo a saida e a entrada do O, (VOET

et al., 2000).

) HisE7

Phe CD1
Val E11 :

Figura 2. 15: Desenho esquematico ilustrando o ambiente em que o grupo hemo esta inserido na
molécula de mioglobina (STRYER, 1999).

O atomo de Fe(Il) do grupo hemo isolado, quando exposto ao oxigénio, ¢ oxidado de
maneira irreversivel a Fe(Ill), uma forma inativa, chamada de metamioglobina. A
por¢do protéica da mioglobina impede esta oxidacdo e torna possivel a ligacdo
reversivel com o oxigénio. A oxigenagdo altera o estado eletronico do complexo Fe-
hemo, conforme indicado pela mudanga de coloracdo de purpura para vermelho (VOET

et al., 2000).

A estabilidade do complexo MbFe(I1)—O, surge em parte da interacdo favoravel dos
orbitais preenchidos (dxy, dy,) do Fe(II) com os orbitais p* do O, e da sobreposi¢do do
orbital s preenchido do O, com o orbital vazio d,” do Fe(II). Esta interagdo favorece a

orientagdo angular do O,, conforme apresentado na Figura 2. 16, uma vez que esta
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geometria maximiza a sobreposicdo s e ¢ facilitada pelas interacdes com os residuos
proximos ao sitio de ligacdo do Fe — O, (KAIM e SCHWEDERSKI, 1994,
DEMICHELI e MAIA, 2005).

Figura 2. 16: Interagéo angular do Fe com a molécula de O, (STRYER, 1999).

A hemoglobina, cuja estrutura ¢ apresentada na Figura 2. 17, ¢ responsavel pelo
transporte de oxigénio, H" e diéxido de carbono nos eritrdcitos sangiiineos. Nos
vertebrados, a proteina possui quatro cadeias polipeptidicas de dois tipos diferentes, as
cadeias o e as . Cada uma destas cadeias possui um grupo prostético hemo e a jungdo
das mesmas ¢ efetuada através de ligacdes ndo covalentes. A molécula resultante ¢
quase esférica, com didmetro de 55 A. Os grupos hemo sdo localizados proximo a

superficie externa da molécula e encontram-se a cerca de 25 A de distancia um do outro

(STRYER, 1999).

Figura 2. 17: Estrutura da hemoglobina, evidenciando os quatro sitios para ligagdo com o0 oxigénio
molecular (STRYER, 1999).
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As estruturas tridimensionais da mioglobina e das cadeias o e B da hemoglobina sdo
muito semelhantes, apesar de corresponderem a uma seqiiéncia de aminoacidos bastante
diferente. Este fato indica que a complexa conformacdo tridimensional destas proteinas
consiste no projeto da natureza para um transportador de oxigénio: ela insere o grupo
hemo em um microambiente hidrofébico que permite a ligacdo reversivel com o

oxigénio (STRYER, 1999).

A organiza¢do das cadeias o e B provocou uma modificagdo substancial na fungdo
fisiologica da hemoglobina, permitindo & proteina o transporte de espécies como H' e
CO,, além do oxigénio molecular. Como resultado, a hemoglobina ¢ uma proteina
alostérica, de modo que algumas caracteristicas s3o observaveis:

a) a ligacdo de uma molécula de oxigénio molecular a proteina favorece a ocupacao dos
demais grupos hemo por este soluto;

b) A afinidade da proteina pelo oxigénio ¢ regulada pelo pH do meio e pela presenga de
COy;

¢) A afinidade da hemoglobina também ¢ regulada por fosfatos organicos, como o 2,3-

difosfoglicerato (VOET et al., 2000).

A dissociacdo do O, destas proteinas ¢ caracterizada por sua fragdo de saturacdo, O,
definida como a fragdo dos sitios de ligacdo ocupados pelo oxigénio. O comportamento
da fracdo de saturacao com a pressao parcial de oxigénio para a mioglobina ¢ hiperbolico,
enquanto para a hemoglobina ¢ sigmoidal, conforme apresentado na Figura 2. 18. Para
uma pressao parcial baixa de oxigénio, poucas moléculas se ligam a mioglobina e, como
conseqiiéncia, 0 ¢ pequeno. Ja para pressdes parciais elevadas do oxigénio, quase todos os
sitios estdo ocupados até que haja saturacdo da mioglobina. Na figura, sdo destacados os
valores de pO, no sangue arterial (100 torr) e venoso (30 torr), que sdo os limites
fisiologicos existentes (VOET et al., 2000). Como a ligagdo do oxigénio nos quatro sitios
da hemoglobina ¢ cooperativa, a curva apresentada na Figura 2. 18 para esta proteina ¢
sigmdide, ou seja, a reagdo em um grupo hemo facilita a ligagdo em outros sitios do
mesmo tetrdmero. Em outras palavras, a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio aumenta

na medida em que as moléculas deste se ligam no sitio ativo. J4 a etapa de
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descomplexacgdo ¢ favorecida a medida que menos moléculas encontram-se ligadas ao

ferro.

1.00-
hioglobina

0.7+

Hemoglabina

0.50~
Fulmdes —jm

0.25

0.00
0 23 50 73 100

Figura 2. 18: Fracéo de saturacdo do oxigénio na mioglobina e na hemoglobina (STRYER, 1999).

O transporte facilitado de oxigénio em sistemas ex-vivo pela hemoglobina humana foi
observado pela primeira vez por SCHOLANDER (1960). A permeabilidade do oxigénio
na membrana liquida foi 8 vezes maior que em agua pura, com seletividade O,/N, igual
a 14. Outros estudos foram realizados, buscando estabilizar o sistema com gelatina
(HEMMINGSEN e SCHOLANDER, 1960) e estendendo a investigacdo para outras
proteinas (WITTENBERG, 1966). Porém, estes trabalhos revelaram também a pequena

estabilidade das solugdes aquosas destas hemoproteinas.

2.3.2. Transportadores sinteticos

Basset e Schultz (BASSET e SCHULTZ, 1970 apud WAY ¢ NOBLE, 1992) foram
pioneiros ao investigar o uso de um transportador sintético para o oxigénio, o bis-
histidinato de Co(Il), semelhante ao grupo prostético das hemoproteinas. A
permeabilidade ao oxigénio foi igual ao dobro da obtida em agua pura, com seletividade
igual a 3,5. Desde entdo, diversos transportadores sintéticos t€ém sido investigados para

o transporte seletivo de oxigénio. De um modo geral, eles se classificam em dois grupos
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principais, as cobalto-porfirinas e cobalto-bases de Schiff, como pode ser visualizado na

Figura 2. 19.

% G Y

(CHp)H —N - (CHQ)HS
HaC —cl: —c|: —CHj H
CHy CHg
(a) Cobalto porfirina (b) Co(3-MeOsaltmen) (c) Co(SalPr)

Figura 2. 19: Estrutura quimica dos principais tipos de transportadores sintéticos do oxigénio
(BAKER, 2002).

De um modo geral, estes compostos sintéticos imitam a estrutura do grupo hemo: um
centro metalico — composto por ferro ou cobalto, na maioria das vezes — ¢
complexado com um ligante tetravalente, usualmente uma base de Schiff ou uma
porfirina. Existem, geralmente, dois sitios para a liga¢do do oxigénio, um acima e outro
abaixo do plano da molécula. Para que a ligagdo com o O, ocorra, um ligante tipo base
de Lewis deve primeiro ligar-se a um destes sitios. Esta base axial pode ser um aditivo
na solucdo de espalhamento da membrana (trietilamina, conforme empregado por
DELANEY et al., 1990) ou pode consistir em um dos grupos do copolimero — vinil-
imidazol ou piridina, como nos trabalhos de Nishide e colaboradores (NISHIDE et al.,
1991aeb, 1998, SHENTU e NISHIDE, 2003).

Todos estes transportadores, porém, estdo sujeitos a autoxidacao pelo proprio oxigénio.
Embora os mecanismos de degradacdo ainda sejam pesquisados, os trés mais
importantes incluem a formagdo de peroxo-dimeros — formado pela ligacdo de uma
molécula de O, entre dois transportadores —, a oxidagdo irreversivel do ligante
tetravalente e a oxidagdo do metal central. Estes mecanismos de degradacdo podem

ocorrer simultaneamente ou em reacdes consecutivas (WAY e NOBLE, 1992).
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2.3.3. Interesse renovado nos transportadores naturais

Apesar de terem sido as primeiras proteinas a ter sua estrutura desvendada pela técnica
de fluorescéncia de raios-X, mioglobina e hemoglobina continuam sendo intensamente
estudadas. Os trabalhos envolvem tanto a utilizagdo como proteinas modelo
(KHMELNITSKI et al., 1991), como ainda investigam novas fungdes fisiologicas
destas biomoléculas (GARRY et al., 2003). Assim, por exemplo, a maior parte dos
trabalhos recentes publicados na literatura a respeito da mioglobina ainda busca
estabelecer os efeitos do meio na taxa de autoxidacdo. Isso se justifica, principalmente,
porque a mioglobina ¢ usada como parametro de qualidade de carnes e peixes.
MANCINI e HUNT (2005) apresentam uma revisao a respeito dos fatores que afetam a
estrutura quimica da mioglobina, bem como as técnicas empregadas para monitorar a
desativacdo desta proteina. CHOW (1991) investigou a estabilidade de mioglobinas de
espécies de peixes variando o pH de 4,5 a 10. Observou-se que a menor taxa de
autoxida¢do ocorreu para pH entre 7 e¢ 8. Posteriormente, UEKI et al. (2005)
compararam a termoestabilidade de mioglobinas de peixes com a eqiiina e verificaram
que a ultima apresenta maior estabilidade térmica (temperatura de desnaturacdo igual a
84,2°C, contra 75°C das de peixes) e maior teor de a-hélices, iguais a 55,3% e 34,5%,

respectivamente.

YAN et al.(2003) utilizaram a espectroscopia no infravermelho bidimensional para
estudar a seqiliéncia de eventos térmicos durante a desnaturacdo mioglobina eqiiina.
Quando a temperatura foi aumentada gradualmente, observou-se agregacdo da proteina
em temperaturas relativamente baixas, de 50 a 58°C, antes da completa desnaturagio
(84°C). Porém, quando o processo era iniciado a 60 ou 70°C, a agregacdo s6 ocorreu

apos a desnaturacdo da proteina.

Em relagdo a hemoglobina, uma grande parte das publicagdes recentes estd relacionada
ao desenvolvimento de substitutos para o sangue. A “primeira geragao” dos HBOCs
(hemoglobin-based oxygen carriers) consiste na polimerizagdo da hemoglobina pelo
glutaraldeido. A necessidade de polimerizagdo reside na pequena estabilidade da
hemoglobina ndo polimerizada fora dos eritrécitos, que pode se dissociar e provocar

uma série de problemas como obstru¢ao dos tubulos renais (EIKE e PALMER, 2004).
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Embora disponiveis comercialmente, as hemoglobinas bovinas polimerizadas com

glutaraldeido ainda estdo em fase de testes clinicos (BUEHLER et al., 2005).

SUGAWARA et al. (1995) investigaram o papel da matriz protéica das hemoproteinas
na estabilizacdo da ligagdo Fe — O,. Verificou-se que a desnaturacdao da proteina pode
aumentar em até 1.000 vezes a taxa de autoxidagdo do ferro. Portanto, os autores
concluiram que a matriz protéica representa uma protecao ao grupo prostético contra os

efeitos deletérios de solventes proticos como a agua.

A partir do exposto acima e considerando o avango das técnicas de Biologia Molecular
e outras ferramentas analiticas, a investigacdo de biotransportadores em membranas de
transporte facilitado vem ganhando um novo interesse dos pesquisadores (FERRAZ,
2003). Assim, por exemplo, HARGROVE et al. (1996) e FERRAZ (2003) investigaram
a alteracdo na seqiiéncia de aminoacidos da mioglobina, visando aumentar sua
estabilidade frente a autoxidacdo. Os resultados obtidos por FERRAZ (2003) indicaram
um aumento de 3,5 vezes na estabilidade das mioglobinas mutantes, quando
comparadas com as selvagens. Estes avancos estdo diretamente associados a um maior
tempo de vida util das membranas de transporte facilitado e indicam que a utilizagao

destas proteinas como transportadores de oxigénio ¢ bastante promissora.

2.4. Polimeros hidrofilicos

Considerando a natureza hidrofilica dos biotransportadores de oxigénio, a selegdo de
polimeros que apresentem solubilidade em 4dgua no pH fisiolégico, de modo a garantir a
fixacdo das proteinas sem perda da atividade biologica das mesmas ¢ fundamental para
o sucesso do transporte facilitado. Além disso, como os polimeros deverdo ser usados
posteriormente para a sintese de membranas, o poli(alcool vinilico) e o alginato de
sodio foram investigados neste trabalho, dada a habilidade de formagdo de filmes. A

seguir, a estrutura e as propriedades destes materiais sdo apresentadas.

2.4.1. O alginato de sodio

Os alginatos ocorrem na natureza como componente estrutural das algas marrons e
como polissacarideo capsular em bactérias. Embora algumas pesquisas apontem para a

possibilidade de obtengdo do alginato por fermentacdo, este biopolimero ainda ¢
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exclusivamente obtido por extracdo das algas (DRAGET et al., 2005). Aplicagdes
industriais mais desenvolvidas consistem no emprego como agente espessante e
emulsificante em industrias alimenticias, enquanto outras aplicagdes biotecnoldgicas
potenciais vém despontando, como na liberacdo controlada de drogas (GEORGE e

ABRAHAN, 2006, TAQIEDDIN e AMIJI, 2004, QI et al., 2006).

O alginato ¢ um copolimero resultante da ligagdo 1 — 4 dos &cidos a-D-manurdnico
(M) e B-L-gulurénico (G), com grande variedade na composi¢ao e seqiienciamento
destes residuos. A hidrdlise 4cida do material indica a presenga de trés fracdes
principais: duas delas correspondem quase exclusivamente a regides homopoliméricas
dos residuos M e G, denominadas blocos M e G, respectivamente, intercaladas com
regides de estrutura alternada, os blocos GM. As conformacgdes adquiridas pela cadeia
polimérica sdo dependentes da composi¢ao deste polissacarideo, conforme apresentado
na Figura 2. 20, sendo que ao residuo G ¢ geralmente atribuida a rigidez e a extensdo da

cadeia polimérica (DRAGET et al., 2005).
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Figura 2. 20: Possiveis configuracdes do alginato de sodio (DRAGET et al., 2005).

Do ponto de vista fisioldgico, acredita-se que os géis dos alginatos sejam responsaveis

pela formagdo da estrutura das algas marrons, garantindo tanto a resisténcia mecénica
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quanto a flexibilidade destes organismos. Em outras palavras, os alginatos se

assemelham ao papel que a celulose desempenha nas plantas (DRAGET et al., 2005).

A base para a gelificagdo do alginato reside em sua ligacdo seletiva a certos metais,
especialmente os alcalinos terrosos. Experimentos de dialise do alginato indicaram que
a ligacgdo seletiva de certos ions como o célcio aumenta bastante com o aumento do teor
de blocos G na cadeia e ¢ quase independente em relagdo ao acréscimo de blocos M e
GM (DRAGET et al., 2005). A elevada seletividade destes metais sugere a formagao de
um quelato, freqlientemente ilustrado pelo “modelo da caixa de ovo”, para representar a
forma de diamante assumida pelas cadeias poliméricas, ideal para a ligacdo com o
atomo de calcio (GRANT et al., 1973). Esta reticulagdo do alginato é obtida quase
independente da temperatura, o que torna a técnica bastante atraente para a imobilizagdo

de biomoléculas e células (DRAGET et al., 2005).

2.4.2. O poli(alcool vinilico)

O poli(alcool vinilico), PVA, ¢ um polimero hidrossoluvel, biocompativel e com
habilidade para formacgdo de filmes densos. Estas caracteristicas tém garantido sua
aplicagdo em membranas densas para pervaporagao (HAN et al., 2003), permeagio de
gases (KIM et al., 2004), imunoisolamento (BAKER et al., 1997) e biossensores
(VIDAL et al., 1999a).

O PVA ¢ produzido pela hidrélise do poli(acetato de vinila), obtido pela polimerizagdo
do mondmero acetato de vinila (TOYOSHIMA, 1973). A estrutura do polimero

hidrolisado ¢ apresentada na Figura 2. 21.

H H
|
C—cC
|
H OH'n

Figura 2. 21: Estrutura quimica do PVA.
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As propriedades fisicas do polimero como solubilidade e inchamento em &gua,
estabilidade térmica e cristalinidade sdo muito dependentes do grau de hidrolise do

poli(acetato de vinila) (TOYOSHIMA, 1973).

O PVA forma filmes rigidos e transparentes, resistentes a abrasdo e a altas tensoes. A
qualidade do polimero como barreira para o oxigénio € superior aos demais materiais
empregados como embalagem (MILER e LUTZMANN, 1985). Com o intuito de
aumentar a flexibilidade e a permeabilidade das membranas, os glicois tém sido
investigados como plastificantes, por apresentarem solubilidade em agua e temperatura
de ebuli¢do elevada. De modo particular, glicerol e etileno glicol apresentam maior
compatibilidade com o PVA (TOYOSHIMA, 1973). A melhoria das propriedades dos
filmes através de aditivos pode viabilizar o emprego dos mesmos em sistemas de
liberagdo controlada de drogas (LIM ¢ WAN, 1994) e imobilizagdo de lodo (CHEN et
al., 1996), por exemplo.

As solugdes aquosas do PVA ndo sdo estaveis. Elas podem sofrer uma série de reagdes
complexas reversiveis e irreversiveis de gelificagdo. Assim, por exemplo, a agregacao
das cadeias do polimero pode provocar um aumento da viscosidade através da formagao

de produtos insolaveis.

Dois métodos sdo empregados para melhorar a estabilidade: a cristalizagdo, geralmente
através de um tratamento térmico, € a reticulagdo, via tratamento quimico. Este ultimo
método pode aumentar significativamente a estabilidade das membranas de PVA na
presenca de agua e solventes organicos, em temperaturas elevadas. Isso € atribuido,
principalmente, a presenga abundante de grupos hidroxila, o que torna facil a modificagao
do polimero com muitos reagentes quimicos (HAN et al., 2003). Na Tabela 2. 8 sdo

apresentados os principais agentes reticulantes utilizados.

De um modo geral, utiliza-se o glutaraldeido catalisado por acido como agente
reticulante. A vantagem da utilizacdo deste composto reside em sua bifuncionalidade,
que favorece reacgdes intermoleculares, aliada a possibilidade de reagdo com grupos OH

e NH», o que ¢ de especial interesse para imobilizagcdo de proteinas no PVA.
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Vale destacar o trabalho de KIM et al. (2004), que investigaram a permeacdo de gases
através de membranas de PVA contendo alginato de sddio inchadas em éagua. A
motiva¢do do estudo consistiu na sintese de membranas de transporte facilitado estaveis
para a permeagao seletiva de CO,. Os autores ressaltam que géis inchados em solventes
adequados, que ¢ uma configuracdo intermediaria entre as membranas liquidas
suportadas e as poliméricas, podem ser empregados para a separacdo de gases, com

taxas de permeagao elevadas.

Tabela 2. 8: Tratamentos de reticulacio para o PVA.

Utilizacéo Tratamento Observacéo Trabalho

Inchamento em isopropanol e

Permeacao de reticulagdo com
Glutaraldeido/HCl KIM et al.(2004)
gas glutaraldeido
simultaneamente.

Formaldeido/tratamento
Formaldeido: reacao
térmico
. intramolecular.
Pervaporacao Acido ) HAN et al. (2003)
Acido maleico: reacao
maleico/H,SO,/tratamento

_ intermolecular.
térmico
Imobilizagdo de urease sobre | SEHITOGULLARI
Biossensor Glutaraldeido
um eletrodo de pH. e USLAM (2002)
Glutaraldeido para
Glutaraldeido/HCl e DURMAZ-
membranas densas e
Pervaporacao Formaldeido/HCl HILMIOLGLU et
' formaldeido para membranas
Tratamento térmico _ al. (2001)
de osmose inversa
Imobilizou hemoglobina para VIDAL et al.
Biossensor Glutaraldeido/HCl
determinacdo de bilirrubina. (1999a)
Membrana catalitica para
Glutaraldeido/H,SO4 ) o
Pervaporacao ) esterificagdo assistida por LIU et al. (1999)
Tratamento térmico
pervaporagao
Capsulas Glutaraldeido/H,SO4 Fixagdo covalente de ARAUJO et
enzimas no polimero al.(1997)

As membranas de PVA e PVA/alginato foram preparadas por espalhamento das

solucdes aquosas sobre um suporte de ultrafiltracdo. A reticulacdo foi realizada
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imergindo as membranas contendo glutaraldeido em uma solugdo de
isopropanol/agua/HCI (90:10:1) por 4 horas, a 40°C. Observou-se que a permeabilidade
de N, e CO, aumenta com o aumento do teor de alginato. A adi¢do deste polissacarideo
(0 a 10% em massa) aumentou o inchamento das membranas em agua ¢ diminuiu a
cristalinidade, propriedades fundamentais para determinagdo da magnitude da

permeabilidade de gases.

2.5. Biomoléculas imobilizadas em polimeros: aplicacdes

O desenvolvimento de membranas de transporte facilitado contendo biotransportadores
fixos depende da estabilizagdo das hemoproteinas na matriz polimérica. O
conhecimento adquirido na imobilizagdo de biomoléculas, mesmo em outras areas de
pesquisa, pode auxiliar na incorporacdo da hemoglobina ou mioglobina nos filmes
solidos. As areas correlacionadas envolvem os biossensores, o imunoisolamento de
células transplantadas, a busca de substitutos para o sangue e de guelras artificiais. Em

seguida, os principais avancos em cada uma destas areas de pesquisa sao apresentados.

Na area de biossensores, vale ressaltar o trabalho realizado por Vidal e colaboradores
(VIDAL et al., 1996, VIDAL et al., 1999a e b) para fixar a hemoglobina em membranas
de PVA reticuladas com glutaraldeido/HCI.

Inicialmente, os autores comprovaram a eficdcia da utilizagdo da hemoglobina para
degradar a bilirrubina em biliverdina, na presenca de glicose oxidase, mesmo quando a

proteina tetramérica era imobilizada em PVA (VIDAL et al., 1996).

Avaliando a fixa¢do da hemoglobina no polimero através da reagdo com glutaraldeido
catalisada por HCI, os autores prepararam membranas a 250C, durante 24 horas. Testes
de inchamento em agua e de calorimetria exploratéria diferencial foram utilizados para
inferir a respeito da densidade de reticulagdo e da organizagdo das cadeias poliméricas.
Os resultados mostraram que o aumento das concentracdes de HCI e de glutaraldeido
provocaram uma maior reticulagdo do polimero, at¢ um limite em que a flexibilidade
dos filmes fica comprometida. J4 em relacdo a hemoglobina, observou-se uma faixa

otima (de 0,25 a 2,5% na solugdo de espalhamento) em que ocorre decréscimo do
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volume livre do polimero, como resultado da incorporagao efetiva da biomolécula nos
filmes. Concentragdes maiores favorecem a segregacao da proteina para a superficie das

membranas (VIDAL et al., 1999a).

Considerando a imobilizacdo da mistura de glicose oxidase ¢ hemoglobina no PVA
através da reagdo com glutaraldeido/HCI, observou-se perda da atividade catalitica das
enzimas e extra¢do da hemoglobina para a fase aquosa. A falta de reprodutibilidade nos

ensaios indicou a complexidade do sistema (VIDAL et al., 1999b).

Com o intuito de fornecer oxigénio a células transplantadas, TILAKARATNE et al.
(2002) investigaram modelos matematicos considerando a mioglobina imobilizada em
suportes de alginato. A simula¢do indicou um aumento de 50% no suprimento de

oxigénio, num raio de 100 um, evidenciando o potencial do sistema.

A busca de substitutos para o sangue ¢ uma area de pesquisa que também pode oferecer
subsidios para as membranas de transporte facilitado. A necessidade de suprimento
regular de sangue que atenda as restrigdes impostas pelo organismo tem motivado
muitos trabalhos. A polimeriza¢do da hemoglobina por glutaraldeido foi realizada com
eficiéncia por BUDHIRAJA e HELLUMS (2002), visando estabilizar o sistema, ja que
a proteina fora dos eritrocitos pode ser metabolizada e provoca complicacdes aos
organismos. Os coeficientes de difusdo efetivos do O, nas proteinas polimerizadas
foram maiores que os do sangue (proteinas em eritrdcitos), indicando que a reticulagao

da hemoglobina com glutaraldeido ¢ capaz de manter sua atividade bioldgica.

O desenvolvimento de guelras artificiais também pode contribuir para a area de
membranas de transporte facilitado para permeacdo seletiva de oxigénio. O dispositivo
em questdo consiste em uma membrana capaz de retirar o oxigénio dissolvido em um
fluido e libera-lo como gas no permeado (NAGASE et al., 2005, MATSUDA et al.,
2001, DAVIS, 1991). Este avanco pode aumentar a autonomia humana na exploragdo
dos mares, por exemplo. O estagio atual da pesquisa envolve a investigacao de solucdes
de hemoglobina ou transportadores sintéticos de oxigénio, usados em fibras ocas. As
etapas de complexagdo e descomplexagdo com o oxigénio sdo realizadas em modulos

diferentes, o que ainda constitui uma limita¢do da técnica.
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A partir da anélise destes trabalhos, observa-se que a sintese de membranas de
transporte facilitado contendo biomoléculas para a permeacdo seletiva de oxigénio ¢
estratégica, ja que envolve a fixacdo de proteinas em matrizes poliméricas hidrofilicas.
Os trabalhos publicados indicam que ainda ha muito a ser realizado e que a tarefa pode
se tornar menos complicada com a utilizagdo do conhecimento adquirido em areas afins.

Eis o nosso desafio.
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Estabilidade estrutural da mioglobina

em fase organica

A estabilidade estrutural da mioglobina eqliina em solventes orgénicos e em
solucdes aquosas destes co-solventes é apresentada neste capitulo com o objetivo
de determinar os sistemas em que a proteina é capaz de manter sua conformacéo
nativa. Esta descoberta pode ampliar a escolha de solventes utilizados no preparo
das membranas poliméricas contendo biotransportadores. As técnicas analiticas
utilizadas para inferir sobre a estabilidade da proteina nestes solventes nao
naturais foram a espectroscopia no UV-visivel e o dicroismo circular. A inversdo
da polaridade da mioglobina com dodecil sulfato de sodio também foi avaliada,
visando aumentar a solubilidade da proteina em fase organica.

3.1. Introducéo

A funcao fisioldgica priméaria das hemoproteinas consiste no transporte e no
armazenamento do oxigénio molecular nos organismos vivos, 0 que possibilitou a
utilizacdo de um grande reservatorio de energia através da oxidagdo da glicose a CO; e
H,O (VOET et al, 2000). O aparecimento destes biotransportadores e o
desenvolvimento de um sistema circulatério eficiente constituiram uma resposta
evolutiva as limitacdes impostas pelas baixas solubilidade e difusividade do oxigénio,
permitindo a existéncia de espécies mais complexas e maiores (STRYER, 1999). O
desenvolvimento de um envoltdrio protéico ao redor do grupo hemo, como apresentado
na Figura 3. 1, garantiu a protecédo contra a oxidagao do ferro (I1) a ferro (111). Em outras
palavras, a porcdo globina € responsavel pelo impedimento espacial que previne a
formacdo de oxo-dimeros, estrutura intermediaria na autoxidacao da porfirina (KAIM e
SCHWEDERSKY, 1994). Porém, a cavidade hidrofébica em que se localiza o grupo
prostético ndo estd completamente isolada do ambiente externo, estando sujeita a
entrada de moléculas de &gua e de ions hidroxila que desempenham uma funcgéo
deletéria no sitio ativo, desativando o ferro (SUGAWARA et al., 1995). Como
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alternativa, os globulos vermelhos do sangue e os tecidos possuem oxirredutases para
evitar que as concentracdes de metaemoglobina e metamioglobina atinjam niveis
elevados (SHIKAMA, 2006).

H20, OH™, HY

0z

heio aguoso S Fem [/

o globina
P
B

Figura 3. 1: Desenho esquemético da fun¢do da por¢éo globina na protecéo do grupo hemo contra a
autoxidacdo (SHIKAMA, 2006).

A aplicacdo das hemoproteinas em ambientes ex-vivo é muito limitada as condicGes
fisiologicas que favorecem o desempenho de suas atividades cataliticas, j& que a ndo
observancia destas restricdes pode danificar permanentemente tanto a mioglobina
guanto a hemoglobina, reduzindo o seu tempo de vida util. A investigacdo da atividade
destas proteinas em fase organica constitui uma das alternativas para prevenir a perda de
atividade bioldgica nos processos industriais, ja que a oxigenacao dos transportadores
sintéticos pode sofrer alteracdo em funcdo do solvente empregado (NIEDERHOFFER
et al., 1984). Portanto, a utilizacdo de solventes ndo aquosos pode aumentar a
estabilidade destas biomoléculas em membranas poliméricas e ampliar sua

aplicabilidade.

A idéia de proteinas ativas em solventes organicos nao é intuitiva porque a atividade
bioldgica foi desenvolvida em ambiente aquoso e, portanto, a agua foi incorporada na
estrutura tridimensional destas macromoléculas, interferindo na fungdo e na dindmica
das mesmas. Estudos estruturais indicam que a agua altera a especificidade, a
cooperatividade e a termodinamica dos sitios ligantes durante a catalise enzimatica.
Sabe-se, porém, que as proteinas sdo estaveis em alguns solventes organicos e que
algumas enzimas sdo capazes de reter a atividade catalitica neste meio. A descoberta
dos fatores que diminuem a atividade enzimatica em meio organico pode levar ao
entendimento do fenémeno e ajudar na proposicao de alternativas para compensar estes
efeitos (MATTOS e RINGE, 2001, KLIBANQV, 2001).
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Uma técnica utilizada para aumentar a solubilidade de proteinas em fase organica é
conhecida pelo nome de emparelhamento idnico hidrofébico. Ele consiste na
substituicdo estequiométrica de contra-ions polares como cloreto, acetato ou nitrato por
um detergente iénico com carga semelhante. Moléculas anfifilicas de baixa massa molar
sdo capazes de reduzir a solubilidade de proteinas em meio aquoso e aumenta-la em fase
organica, com manutencdo da estrutura nativa e da atividade enziméatica (MEYER e
MANNING, 1998).

Em relacdo ao solvente organico utilizado, a hidrofobicidade, a capacidade de
estabelecer ligacdes de hidrogénio e a miscibilidade em agua sdo propriedades que
apresentam influéncia na integridade estrutural e na atividade catalitica das enzimas.
Acredita-se que as proteinas dissolvidas em solventes hidrofobicos retém sua estrutura
nativa como resultado de uma imobilidade cinética que resulta de ligacbes de
hidrogénio fortes entre os &tomos da proteina, o0 que leva a uma estrutura mais rigida na
auséncia de agua (GRIEBENOW e KLIBANOV, 1996). Por outro lado, em solventes
organicos soluveis em agua, qualquer molécula desta que possa estar presente tende a
ficar na superficie da proteina. A adi¢cdo de pequenas quantidades de agua é suficiente
para aumentar a atividade catalitica nestes solventes ndo naturais. Solventes muito
polares, por outro lado, podem facilmente remover agua da superficie das proteinas e
competem pelas ligacbes de hidrogénio, causando desnaturagdo. Ja os Aalcoois
apresentam alguns componentes hidrofilicos, mas sdo competidores moderados por
ligacGes amida/hidrogénio. Eles tendem a romper a estrutura terciaria e deixar grande
parte das interagdes da estrutura secundaria intactas (MATTOS e RINGE, 2001).

Estudos de conformacéo de proteinas em uma variedade de solventes mostraram que a
estrutura nativa pode representar o0 minimo energético global em alguns solventes ndo-
aquosos. Ensaios de calorimetria conduzidos para a lisozima em glicerol apresentaram a
mesma estabilidade da solucdo aquosa na faixa de 20 a 80°C (BUROVA et al., 2000).
Embora ndo haja ddvidas de que exista uma exigéncia estrutural minima para que haja
atividade biologica, a idéia de que todas as proteinas tém de estar intactas em relacdo a
estrutura nativa para que ocorra a catalise ndo é generalizada (GUO e CLARK, 2001). O

metanol € um exemplo de solvente que aumenta a possibilidade de conformacdes
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intermedidrias e tem sido usado em estudos de conformacéo de proteinas e de transicoes

conformacionais em peptideos sintéticos (KONY et al., 2007).

A correlacdo das propriedades dos solventes organicos com a capacidade de
manutencdo da estrutura de proteinas visa a predicdo da atividade enzimatica em um
meio especifico. Assim, por exemplo, a solubilidade em naftaleno tem sido usada como
parametro para avaliar a desnaturacdo de proteinas em meio organico (ROSELL et al.,
1995). KHMELNITSKY et al. (1991) desenvolveram um modelo termodinadmico para
descrever a desnaturacdo reversivel de proteinas em fase orgéanica baseado no fato de
que existe uma quantidade critica de agua removida da camada de hidratagdo que
compromete a atividade catalitica da enzima. O tratamento quantitativo levou em
consideracdo a concentragdo limite do solvente organico que causou mudanca brusca
nas propriedades catalitica ou espectroscépica de proteinas como a quimotripsina, a
tripsina, a lacase, o quimotripsinogénio, o citocromo ¢ e a mioglobina com as
propriedades fisico-quimicas como hidrofobicidade, capacidade de solvatacdo e
geometria molecular e, a partir deles, foi estabelecida a escala DC, sigla para capacidade
de desnaturacéo, visando classificar os diferentes solventes organicos. Embora a escala
tenha apresentado validade para uma série de solventes organicos, o comportamento das
enzimas testadas em formamida e N-metilformamida, por exemplo, ndo é
completamente compreendido, revelando que as propriedades especificas de cada

sistema influenciam bastante na manutencdo da conformacao das proteinas.

Muitos estudos conformacionais de proteinas em meio organico utilizam a mioglobina
como modelo, dado o conhecimento acumulado pelos pesquisadores em relacdo as
propriedades (BABU e DOUGLAS, 2000). Assim, por exemplo, o efeito do dimetil
sulfoxido, DMSO, como solvente e co-solvente da mioglobina tem sido estudado
(JACKSON e MANTSCH, 1991 e LI e MABROUK, 2003). Observou-se que, embora
o perfil de absorcdo no visivel para a proteina dissolvida em DMSO puro se mantenha
em grande extensdo (LI e MABROUK, 2003), a estrutura secundaria e a estabilidade
térmica da proteina neste meio sdo muito alteradas, mesmo para pequenas
concentracbes do co-solvente, indicando que o grupo sulféxido, forte aceptor de
hidrogénio, competiu com os peptideos pela agua de hidratacdo da mioglobina
(JACKSON e MANTSCH, 1991).
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As alteracBes espectroscopicas da metamioglobina eqiiina em misturas agua/glicerol
foram estudadas por BARTERI et al. (1996) para determinar a influéncia deste solvente
organico na estrutura e estabilidade termodinamica da proteina. Os resultados indicaram
um aumento de 8% no teor a-helicoidal da mioglobina em solugéo aquosa de glicerol
(glicerol/agua 60:40 em volume). O aumento dos segmentos helicoidais induzido pelo
solvente orgéanico provavelmente afetou a estrutura global da mioglobina, com perda
das moléculas de agua presentes no interior da macromolécula, indicando que o glicerol
desempenha um papel importante na interacdo entre o solvente e as regides que
conectam as a-hélices. A alteracdo estrutural pode ter sido o resultado de um rearranjo
de segmentos ndo helicoidais GH e EF, que envolveram mudangas nos angulos de
orientagdo. As mudancas conformacionais que afetam a regido EF devem perturbar o
microambiente reservado ao grupo hemo, uma vez que a histidina proximal (His 93) e a

histidina distal (His 64) estdo localizas respectivamente nas hélices E e F.

3.2. Objetivo

Tendo em vista a necessidade de estudar os fatores que afetam a conformacdo de
proteinas em meio organico, o objetivo desta etapa do trabalho consistiu na avalia¢do da
estabilidade estrutural da mioglobina equina em solventes organicos e em solugdes
aquosas destes co-solventes para ampliar as condi¢des de sintese das membranas
poliméricas de transporte facilitado de oxigénio. Portanto, a estrutura da

metamioglobina foi investigada através de técnicas espectroscopicas.

Embora biologicamente inativa, esta forma da proteina foi usada no estudo estrutural
por simplicidade, para evitar a trabalhosa etapa de ativacdo da proteina. Além disso, 0
estudo conformacional foi realizado considerando que a oximioglobina apresentaria
comportamento semelhante nos diversos solventes investigados. Vale ressaltar, ainda,
que a manutencdo da estrutura nativa é apenas um dos requisitos para a manutencao da

atividade bioldgica da proteina.

Inicialmente, os perfis de absor¢do no visivel foram utilizados para inferir a respeito das
modificagbes do grupo hemo provenientes da adi¢cdo dos solventes organicos. Apos 15
horas do preparo destas solugdes, a estrutura secundaria da proteina foi analisada por

dicroismo circular para investigar se a exposicdo prolongada da biomolécula ao meio
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provoca alteracdes em relacdo a conformacdo nativa. Alternativamente, o estudo do
aumento da solubilidade da mioglobina em fase orgénica pela substituicdo de contra-
fons por um detergente anidnico foi investigado, visando a modificacdo da

hidrofilicidade superficial da proteina.

3.3. Materiais e métodos

3.3.1. Materiais

Os reagentes utilizados foram a metamioglobina equina (Sigma-Aldrich, teor minimo de
90%), dodecil sulfato de sédio (Sigma, conteddo maior que 99%), ditionito de sddio
(Vetec) e os solventes organicos listados na Tabela 3. 1. Os solventes foram utilizados
na forma em que foram fornecidos pelos fabricantes. As principais caracteristicas destes

solventes sdo apresentadas no Anexo 1.

Tabela 3. 1: Compostos organicos investigados como solventes para a mioglobina.

Solvente Fabricante MM Teor Solvente Fabricante MM | Teor
(g/mol) | (%) (g/mol) | (%)
Formamida Vetec 45,04 99,0 Isobutanol Vetec 74,12 | 99,0
Etileno glicol Vetec 62,03 99,5 Sec-butanol Vetec 74,12 | 99,0
Glicerol Vetec 92,09 99,5 1,4-Dioxano Vetec 88,10 | 99,0
Metanol Vetec 32,04 99,8 Tetrahidrofurano Vetec 72,10 | 99,5
Etanol Vetec 46,07 99,8 N-Metilpirrolidona Vetec 99,13 | 99,0
Dimetil sulféxido RioLab 78,13 99,8 Hexano Merck 86,18 | 99,0
N,N-Dimetilformamida | Spectrum | 73,10 99,8 Cloroférmio Vetec 119,39 | 99,8
Isopropanol Vetec 60,09 99,5 Acetato de Etila CarloErba | 88,10 | 99,8
N-butanol CarloErba | 74,12 99,5 Tolueno Vetec 92,13 | 99,5
Acetona Vetec 58,08 99,5 - - - -

Os sais de fosfato de sédio monobasico monoidratado (NaH2PO4.H,0, Vetec) e fosfato
de sodio dibasico (Na;HPO,, Vetec) foram utilizados para o preparo de solugdes tampéo
fosfato, pH 7. J& o &cido acético (Vetec) e acetato de sodio (Vetec) foram utilizados
para o preparo de solucBes tampé&o acetato pH 5,7, na concentracdo de 0,1 M. Todas as

solucdes foram preparadas com agua destilada, deionizada e microfiltrada.
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3.3.2. Caracterizagao da mioglobina

As formas fisiologicas da mioglobina (metamioglobina, oximioglobina e
desoximioglobina) foram caracterizadas por espectrofotometria no UV-visivel. Para
isso, a metamioglobina comercial foi dissolvida em solugédo tampédo fosfato na
concentracdo de 5 g/L e reduzida com ditionito de sddio, utilizando razdo massica
proteina/agente redutor igual a 1, na temperatura ambiente (25°C). As formas oxi e
desoxi da mioglobina reduzida foram separadas por filtracdo em gel, utilizando a resina
Sephadex G25 superfina (Aldrich), conforme descrito por FERRAZ (2003). Estas
etapas de reducdo e separacdo da mioglobina dos residuos da reacdo serdao detalhadas no
Capitulo 4.

Como os testes de estabilidade foram realizados com a mioglobina na forma férrica,
conforme apresentada pelo fabricante, utilizou-se os métodos de Bradford
(BRADFORD, 1976) e o coeficiente de extincdo da proteina a 409 nm (e = 160 mM™)
para quantificar a mesma em solugdo. Esta estratégia foi utilizada para comparar 0s

métodos analiticos.

O efeito da forga ionica na estrutura da oximioglobina foi investigada variando-se as
concentragbes da solucdo tampdo fosfato pH 7 de 0,0625 a 2 mol/L, além da
investigacao da proteina dissolvida em agua destilada, pH 6,2. Para avaliar o efeito do
pH na estrutura da metamioglobina, a escala foi variada de 3 a 9, utilizando-se tampé&o
fosfato de pH 5 a 8, o0s sais acido e basico para pH 4 e 9, respectivamente, e tampao
acetato para pH 3. A comparacgdo dos perfis de absor¢do por espectroscopia no visivel
foi utilizada para inferir sobre a estrutura da proteina nas solugdes. Todos os testes

foram conduzidos a 25°C.

3.3.3. Estabilidade da mioglobina em solventes organicos

A estabilidade conformacional da metamioglobina em fase organica foi investigada por
meio da dissolucdo da proteina em solventes organicos e em solu¢des aquosas do co-
solvente organico nas concentracdes de 96% e 50% em volume e na concentragdo
denominada Csp, conforme apresentado no trabalho de KHMELNITSKY et al. (1991).

Os testes foram realizados a 25°C. Segundo os autores, o valor de Csy corresponde a
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concentracdo do co-solvente organico em tampao aquoso onde ha desnaturacao de 50%
da proteina, condicdo determinada pelas alteracfes espectrofotométricas, ou seja, queda
brusca da absor¢do da metamioglobina a 409 nm. Na Tabela 3. 2, sdo apresentadas a
concentracdo molar e a porcentagem em volume correspondentes ao valor de Cs para

0s solventes organicos investigados.

A concentracdo final da mioglobina foi mantida em 11 pumol/L (equivalente a 0,2
mg/mL). Para os testes com co-solventes organicos, a mioglobina foi dissolvida em
tampdo acetato (pH 5,7), seguida pela adicdo do solvente orgéanico de interesse. As
solucBes assim obtidas foram analisadas por espectrofotometria no UV-visivel
(Espectrofotdbmetro UV mini 1240, Shimadzu), a 25°C, em intervalo de tempo inferior a
10 minutos, a partir da adicdo do co-solvente. Os solventes organicos ou as misturas
tampé&o/solvente organico sem mioglobina foram utilizados como referéncia antes das

leituras das amostras contendo a proteina.

Tabela 3. 2: Concentragéo do co-solvente orgéanico onde h& queda na absorcéo a 409 nm de metade
da metamioglobina, Cso, conforme KHMELNITSKY et al. (1991).

Solvente Cso (Mol/L) Cso (% VIV)
Formamida 9,3 37
Etileno glicol 14,3 80
Metanol 12,4 50
Etanol 53 31
Dimetilsulfoxido 6,5 46
N,N-Dimetilformamida 7,7 60
2-Propanol 34 26
1-Butanol 0,9 8
Acetona 2,2 16
2-Metil-1-Propanol 0,8 7
2-Butanol - 20"
1,4-Dioxano 2,5 21
Tetrahidrofurano 1,4 11
(-) Dado nao disponivel. ! HERSKOVITS et al., 1970.

Foram realizados testes de espectrofotometria de dicroismo circular (Espectropolarimetro

Jasco J-715) nos sistemas em que a adicdo do co-solvente orgénico ndo provocou
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alteracéo nos espectros de UV-visivel. Os dados obtidos com o CD foram convertidos em

elipsidade molar (ey;), conforme apresentado na Equacéo 3. 1.

éu :C[%OXCXCX(N —1) Equagdo 3.1

Onde CD foi o sinal obtido na andlise, C é a concentracdo molar da proteina, ¢ é 0
caminho o6tico percorrido e N é o nimero de residuos da mioglobina. Com auxilio do
programa CD-Pro (SREERAMA e WOODY, 2000) foram determinados os teores de o.-
hélices e de folhas-p da mioglobina em cada um dos sistemas. O célculo foi realizado
utilizando o algoritmo CDSSTR (MANAVALAN e JOHNSON JR., 1987), que
compara os perfis de absorcdo com o banco de dados de referéncia, constituido por 56

proteinas, incluindo a mioglobina.

3.3.4. Inversédo da polaridade da mioglobina com dodecil sulfato de sédio

A adicdo de pequenas quantidades de dodecil sulfato de sddio, SDS, a solugcbes &cidas
de mioglobina foi estudada, com o objetivo de inverter a polaridade desta proteina,
aumentando sua solubilidade em meio organico. Em pequenas proporcdes em relacdo a
molécula do peptideo, o SDS pode emparelhar-se nos residuos basicos da proteina,
alterando sua solubilidade, sem perda da atividade bioldgica (MEYER e MANNING,
1998). A mioglobina foi dissolvida em tampao acetato e, em seguida, foram adicionadas
as quantidades desejadas de uma solucdo aquosa de SDS, de modo que a concentragdo
final da proteina na solu¢do fosse de 0,2 mg/mL (11 pmol/L). A razdo molar
SDS/mioglobina foi investigada de 5 a 200, incluindo o valor 33, por se tratar do
nimero de residuos basicos da proteina. Espera-se que nesta razdo haja a substitui¢do
estequiométrica dos anions pelas moléculas do detergente anidnico (MEYER e
MANNING, 1998).

Para avaliar o aumento de solubilidade da mioglobina em solventes apolares, 0 aumento
da particdo da proteina em meio organico foi realizado através da adicdo dos solventes

organicos, hexano e 6leo de silicone, na proporcdo volumétrica de 1:1, de acordo com
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MATSUURA et al. (1993). Em ambos os casos, 0 aumento de solubilidade foi

investigado a partir dos espectros no UV-visivel das fases organica e aquosa.

3.4. Resultados e discussao

3.4.1. Caracterizacdo da mioglobina

As principais caracteristicas da mioglobina utilizada sdo apresentadas na Tabela 3. 3. Os
coeficientes de extin¢do (&) correspondem a proteina dissolvida em 0,1 M da solucéo de

tamp&o fosfato pH 7.

Tabela 3. 3: Principais propriedades da mioglobina equina.

Propriedade Valor
Massa Molar (kDa) 18,8
Ponto isoelétrico (pl) 7,0-7,4
Formas Fisiologicas | Absorcéo caracteristica e Coef. de extin¢ao
Metamioglobina 409 (¢ = 160 mM™) e 630 nm
Desoximioglobina 434 e 556 nm (¢ = 11,8 mM™?)
Oximioglobina 418,543 e 581 nm (s = 13,3 mM™)

Os espectros caracteristicos da metamioglobina (metamb), oximioglobina (oximb) e
desoximioglobina (desoximb) sdo apresentados na Figura 3. 2. Embora a faixa de
concentracdo investigada corresponda a valores de absor¢cdo maiores que 1, estes
espectros foram considerados de modo qualitativo. Comparando a Figura 3. 2 com 0s
picos caracteristicos da mioglobina apresentados na Tabela 3. 3, observa-se que 0s
espectros obtidos experimentalmente estdo de acordo com o esperado. O pico mais
espalhado observado para metamb em 502 nm corresponde, provavelmente, a impurezas
da amostra. Constatou-se que as diferentes formas da mioglobina podem ser identificadas
por uma técnica analitica simples, como a espectrofotometria no visivel. Além disso,
verificou-se que a metodologia utilizada para reduzir a metamioglobina comercial foi
efetiva, mantendo a conformacéo nativa da proteina. A banda de absorcéo caracteristica
das hemoproteinas — e também de maior intensidade — é na regido do Soret, que
corresponde a 409 nm para a metamioglobina, 418 nm para a oximioglobina e 434 nm
para a desoximioglobina.

63



Capitulo 3: Estabilidade estrutural da mioglobina em fase organica

1.0+

Absorcao
)
[6)]
|

0.0 T . i T n =

Figura 3. 2: Espectros de absorcéo das formas fisiolégicas da mioglobina no visivel. 11 umol/L de
mioglobina dissolvida em tampao fosfato 0,1 mol/L, pH = 7. a) metamioglobina, b) oximioglobina,
¢) desoximioglobina.

A concentracdo da solugéo de metamioglobina foi determinada utilizando o coeficiente
de extingdo e 0 método colorimétrico de Bradford. Os resultados obtidos foram de 5,06
e 5,13 g/L, respectivamente, indicando concordancia entre os metodos. Assim, o
coeficiente de extin¢do serd utilizado para quantificar a proteina nos proximos testes por

simplicidade.

O efeito da forca idnica da solugcdo na estrutura da oximioglobina foi avaliado por
espectroscopia no visivel e os resultados sdo apresentados na Figura 3. 3. A
concentracdo da solugdo tampdo fosfato pH 7 foi variada de 0,0625 a 2 M, além dos
testes com agua destilada (pH 6,3). Estes testes foram conduzidos para investigar a

estabilidade da proteina em solugdes de diluidas de fosfato.

Os perfis de absorcdo da oximioglobina mantiveram-se praticamente intactos com a
variagdo da forca ionica na solugdo, o que indicou a viabilidade de utilizagdo da
oximioglobina dissolvida em 4&gua para a sintese das membranas poliméricas.
Entretanto, outras técnicas devem ser utilizadas para verificar a manutencdo da

atividade bioldgica nestes sistemas.
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Figura 3. 3: Influéncia da forga idnica na estrutura da oximioglobina em tampéo fosfato pH 7 e em
agua, pH 6,2. Os valores numéricos na legenda da figura referem-se a concentragéo do tampéo, em
mol/L.

Novos ensaios foram conduzidos para determinar o efeito do pH do meio na estrutura

da proteina e os resultados sdo apresentados na Figura 3. 4.
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Figura 3. 4: Influéncia do pH na estrutura da metamioglobina.
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O espectro de absorcdo da metamioglobina em pH 3 foi descaracterizado, indicando
desnaturacdo da proteina. Para pH igual a 4, 8 e 9, houve manutencdo do perfil, mas
com reducdo da intensidade de absorcéo, conforme ilustrado na Figura 3. 5, onde as

intensidades de absorcdo a 409 nm s&o apresentadas como fungéo do pH.
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Figura 3. 5: Efeito do pH na absorcéo da metamioglobina a 409 nm.

Os resultados indicaram que a proteina manteve seu perfil de absorcéo parapH de5a 7,
indicando que esta é a faixa 6tima para o trabalho e, portanto, a utilizagdo do tampao
acetato pH 5,7 para os testes com 0s co-solventes organicos nao é deletéria a estrutura

da biomolécula.

3.4.2. Efeito dos solventes organicos na estrutura da metamioglobina

Esta secdo foi dividida em trés partes. Na primeira, a solubilidade da metamioglobina
nos solventes organicos e nas solugdes do co-solvente organico foi avaliada
visualmente. Em seguida, a espectrofotometria no visivel foi utilizada para inferir sobre
a manutencdo da estrutura nativa da proteina nestes solventes ou na mistura de
solventes. Para os sistemas com resultado positivo, ou seja, em que 0s picos em 409 e

630 nm foram mantidos, realizou-se a andlise de dicroismo circular, visando
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caracterizar a estrutura secundaria da biomolécula, quantificando os teores de a-hélices

e folhas-f.

3.4.2.1. Anélise preliminar

As observacOes sobre o aspecto visual das solugdes de metamioglobina nos diversos

solventes organicos e nas solucfes do co-solvente organico em agua sdo apresentadas na

Tabela 3. 4.

Tabela 3. 4: Solubilidade da mioglobina em diversos sistemas organicos na temperatura ambiente

(25°C). As siglas utilizadas séo explicadas em nota apds a tabela.

Solvente Concentracao
100% 96% 50% C50
Metanol SP Turva Turva Turva
Etanol | Turva SP S
Isopropanol | Turva S S
N-Butanol | | Turva (ptn na interface) S
Isobutanol I | Turva (ptn na interface) S
Sec-Butanol | I Turva S
Etileno glicol S S S S
Glicerol SP S S S
Formamida S S S S
N, N - Dimetilformamida | Turva Turva Turva (ppt vermelho)
Acetona | Turva Turva S
DMSO S S S S
1, 4 - Dioxano | Turva I Esverdeado
Tetraidrofurano | Turva S Esverdeado
N-Metilpirrolidona | Amarelado | -
Hexano | I - -
Cloroférmio I I - -

Acetato de etila

Tolueno

S: sollvel; SP: solubilidade parcial; I: insoltvel; ppt: precipitado; ptn: proteina; (-) ndo investigado.

Considerando os solventes puros, a proteina se dissolveu apenas em metanol, glicerol,

etileno glicol, formamida e DMSO. De um modo geral, a adicdo de &gua favorece a

solubilidade, embora a observacgéo da turbidez da solucdo indique a separagéo de fases,
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com formacao de um sistema heterogéneo. Nestes sistemas, a mioglobina foi deslocada
para a interface. J4 para a concentracdo correspondente a Csg, observa-se que a

mioglobina é solivel em quase todas as misturas do co-solvente organico.

Vale destacar que em glicerol, a solubilidade foi melhorada com a adicdo de pequenas
quantidades de agua (4% em volume), provavelmente porque as moléculas desta Ultima
devem se localizar preferencialmente na superficie da mioglobina. Para os isémeros do
butanol na concentracdo de 50% em volume, houve separacdo de fases devido a adi¢do
da mioglobina. Em dioxano e tetraidrofurano, THF, solventes polares, na concentracdo
de Csp, a cor da solucdo passou de marrom para verde, indicando competicdo pela agua

de hidratacdo da proteina, que levou a desnaturacéo.

Em N-metilpirrolidona, NMP, um solvente muito utilizado no preparo de membranas, a
mioglobina mostrou-se insolivel. Porém, para o sistema contendo 96% de NMP em
volume, a solucdo adquiriu aspecto amarelado, indicando que houve perda da
conformacdo nativa, como resultado da reacéo entre a proteina e a mistura de solventes.
Como a mistura do NMP em 4gua é exotérmica, novos ensaios foram realizados
adicionando a biomolécula a mistura de solventes na temperatura ambiente. O resultado,
porém, foi semelhante ao obtido anteriormente, indicando que o NMP ndo deve ser

usado como solvente para a mioglobina, j& que causa sua desnaturagao.

As tentativas de solubilizar a mioglobina equina em solventes como hexano,
cloroformio, acetato de etila e tolueno ndo foram bem sucedidas, mostrando a interagédo

entre 0s mesmos e a hiomolécula é desfavorecida.

3.4.2.2. Transic¢des conformacionais

Visando facilitar a apresentagdo dos resultados e a correlagédo entre eles, 0s espectros no
visivel foram agrupados de acordo com a semelhanca estrutural dos solventes organicos.
A absorcdo de luz das amostras na regido do visivel foi utilizada como parametro para
inferir sobre as transicdes conformacionais sofridas pela proteina. A mistura de
solventes sem a mioglobina foi utilizada como referéncia antes da leitura de cada

amostra.
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Os perfis de absor¢cdo da metamioglobina em metanol sdo apresentados na Figura 3. 6.
A proteina apresentou solubilidade em metanol puro, enquanto a adi¢do de agua ao
sistema provocou separagéo de fases, conforme observado pelo deslocamento da linha
de base tanto para 96% quanto para 50% em volume do alcool, que corresponde
também a Csy. Observou-se a redugdo do comprimento de onda em que houve absorcao

méaxima na regido do Soret, indicio de que houve alteracdo no sitio ativo da mioglobina.

O alongamento do pico em Cs, deve ser avaliado com cautela, uma vez que pode indicar
uma maior exposicao do grupo prostético, como resultado de mudangas na conformacéo
nativa da proteina (MATTOS e RINGE, 2001), e ndo um aumento de solubilidade.
Estas conformacdes intermediarias podem expor mais 0S grupos responsaveis pela
absorcdo de luz, tornando a proteina mais propensa a desnaturacdo. Estudos mais
detalhados avaliando o efeito desta mudanca estrutural no transporte de oxigénio seriam
necessarios para indicar se houve comprometimento da funcdo fisioldgica da
mioglobina.
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Figura 3. 6: Espectros de absorcao no visivel da metamioglobina em solugdes de metanol. Teor de
metanol: a) 100%, b) 96% v/v; c) 50% Vv/v.

Considerando o etanol, os melhores resultados foram observados para as concentracoes
de 50 e 31% em volume do alcool, conforme apresentado na Figura 3. 7, uma vez que a
mioglobina ndo apresentou solubilidade alcool puro e que houve separagdo de fases com
96% do solvente orgénico. Ainda assim, a mudanca no formato do pico do Soret em
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50% do alcool e 0 aumento de absorcdo para a amostra correspondente a Cso indicaram
alteracdes significativas na estrutura da proteina nestas misturas de solventes.
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Figura 3. 7: Espectros de absorcéo no visivel da metamioglobina em solugdes de etanol. Teor de
etanol: a) 100%, b) 96% v/v; c) 50% v/v, d) 31% v/v.

A dissolucdo da mioglobina em isopropanol revelou o mesmo comportamento
observado para o etanol, conforme visualizado na Figura 3. 8, exceto pelo alongamento
do pico do Soret para 26% em volume do alcool. Os valores de Csy para etanol e
isopropanol sdo proximos, iguais a 31 e 26% em volume do alcool, respectivamente, o

que comprova a semelhanca entre o tipo de interacdo destes alcoois com a mioglobina.

Em relagdo aos isdbmeros do butanol, ou seja, sec-butanol, apresentado na Figura 3. 9, n-
butanol, na Figura 3. 10, e isobutanol, na Figura 3. 11, observa-se solubilidade da
mioglobina apenas para solu¢des mais diluidas do alcool, ou seja, em 50% em volume e
em Csp. A turbidez das solucbes é reduzida do sec-butanol ao isobutanol, ja que a
separacdo mais nitida entre as fases permitiu a analise da fase aquosa saturada nos
alcoois priméarios. Esta separacdo de fases pode ser proveniente da reducdo da
solubilidade em agua com o aumento do numero de carbonos do alcool e/ou da
agregacdo das cadeias da biomolécula ndo conformada, como resultado da acédo

deletéria do alcool na estrutura nativa da proteina.
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Figura 3. 8: Espectros de absorcéo no visivel para a metamioglobina em isopropanol. Teor de
isopropanol: a) 100%, b) 96% v/v; c) 50% v/v, d) 26% Vv/v.
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Figura 3. 9: Espectros de absorcéo no visivel da metamioglobina em sec-butanol. Teor de sec-
butanol: a) 100%, b) 96% v/v; ¢) 50% v/v, d) 20% v/v.
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Figura 3. 10: Espectros de absorcéo no visivel da metamioglobina em n-butanol. Teor de n-butanol:
a) 100%o, b) 96% v/v; ¢) 50% v/v, d) 8% v/v.
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Figura 3. 11: Espectros de absorcéo no visivel para a metamioglobina em isobutanol. Teor de iso-
butanol: a) 100%, b) 96% v/v; c) 50% v/v, d) 7% v/v.

Outro fato que merece destaque é o pequeno valor de Csy do n-butanol e do isobutanol,

8 e 7% em volume, respectivamente, indicando elevado poder desnaturante destas

substancias. Analogamente ao comportamento da mioglobina em etanol e isopropanol,

as mudangas na forma do pico do Soret e 0 alongamento dos picos em Cs, constituem

um indicio de mudancgas conformacionais da proteina nestes alcoois.
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Analisando os resultados obtidos, observou-se que 0 aumento no teor hidrocarbdnico e a
diminuicdo na ramificacdo da cadeia aumentam a efetividade dos alcoois na alteracdo da
estrutura da proteina, conforme observado por HERSKOVITS et al. (1970). Para todos
o0s sistemas investigados, a concentracdo limite do alcool que promove a desnaturacéo
de 50% da mioglobina é muito baixa — o maior valor foi de 50% em volume para o
metanol — para que a solucdo do co-solvente organico seja usada para dissolver
polimeros hidrofébicos. Entretanto, embora a solubilidade da mioglobina em metanol
puro seja reduzida, a manutencdo do perfil de absorcdo indica o potencial uso deste
solvente na sintese das membranas de transporte facilitado. A investigacdo da atividade

bioldgica da proteina complementaria este estudo conformacional.

Os espectros da metamioglobina em etileno glicol indicaram solubilidade da proteina em
toda a faixa investigada, de 100 a 50% do glicol, conforme visualizado na Figura 3. 12.
Os perfis de absorcdo da proteina nativa foram mantidos até mesmo para o etileno glicol

puro.
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Figura 3. 12: Espectros de absorc¢éo no visivel da metamioglobina em etileno glicol. Teor de etileno
glicol: @) 100%, b) 96% v/v; c) 80% v/v, d) 50% Vv/v.

No caso do glicerol, substancia mais viscosa, observou-se menor solubilidade da
proteina, mas a adicdo de 4% em volume de 4gua aumenta a absorcao do Soret em cerca
de quatro vezes, conforme apresentado na Figura 3. 13. Estes resultados revelam que o
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tipo de interacdo entre a mioglobina e os glicéis investigados mantém a conformacéao
nativa da proteina, o que pode viabilizar a sintese de membranas contendo este
biotransportador, uma vez que estes solventes séo utilizados como plastificantes de

polimeros.

Comparando-se os glicois com os alcoois, parece evidente que a adicdo de mais grupos
hidroxila é bastante favoravel a manutencao da conformacao da proteina. Isso pode ser
explicado considerando as inumeras ligagdes de hidrogénio que a mioglobina estabelece
com a &gua para promover sua solubilizagdo. Como os resultados dos espectros da
mioglobina dissolvida em glicois foram positivos, estes sistemas foram analisados em
relacdo ao dicroismo circular e serdo apresentados na proxima secao.
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Figura 3. 13: Espectros de absorgao no visivel da metamioglobina em glicerol. Teor de glicerol: a)
100%, b) 96%0 v/v; c) 50% v/v.

A dissolucdo da mioglobina em formamida foi observada em toda a faixa investigada,
ou seja, de 100 a 37% em volume do solvente orgéanico, conforme apresentado na
Figura 3. 14. O fato de a proteina apresentar boa solubilidade neste solvente puro pode
ser atribuido aos grupos amida presentes em ambos.
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Figura 3. 14: Espectros de absorcéo no visivel da metamioglobina em formamida. Teor de

formamida: a) 100%, b) 96% v/v; c) 50%

viv, d) 37% viv.

J& em N, N-dimetilformamida, DMF, Figura 3. 15, 0s espectros mostraram a

insolubilidade da proteina e a separacdo de fases da solucdo com a adi¢do de agua ao

sistema. Portanto, a substituicdo de hidrogénio por grupos alquila no nitrogénio das

amidas aumenta a efetividade destas na alteracdo da conformacéo nativa da mioglobina.
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Figura 3. 15: Espectros de absorc¢éo no visivel da metamioglobina em N, N-dimetilformamida. Teor
de DMF: a) 100%, b) 96% v/v; ¢) 60% v/v, d) 50% vi/v.
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Na Figura 3. 16, apresentam-se os espectros da mioglobina em solucdes contendo
acetona. Os melhores resultados foram obtidos para a mistura contendo 16% em volume
do co-solvente organico. Concentragcdes maiores provocam a turbidez do sistema até a
insolubilizagdo completa, observada em acetona pura. Provavelmente esta turbidez
deve-se a perda da conformacéo nativa da proteina e aglomeracéo das cadeias devido a

remocao da agua da camada de hidratacao.
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Figura 3. 16: Espectros de absorc¢éo no visivel da metamioglobina em acetona. Teor de acetona: a)
100%, b) 96%6 v/v; ¢) 50% v/v, d) 16% v/v.

Os espectros no visivel para a solu¢do de metamioglobina em DMSO sdo apresentados
na Figura 3. 17. Observou-se a manutencdo do perfil caracteristico da proteina nativa
em toda a faixa investigada, de 100 a 46% do co-solvente organico, indicando que o
DMSO é capaz de dissolver a proteina. Testes de dicroismo circular foram realizados

para quantificar o teor de a-hélices e folhas-p3 da proteina neste solvente.

Os perfis de absorcdo da mioglobina em solugdes de dioxano séo apresentados na Figura
3. 18. A proteina mostrou-se insoltvel no solvente puro, porém a adi¢do de agua parece
promover reacdes que levam a mudanca de cor da solu¢do. Comportamento semelhante
foi observado para o tetraidrofurano, THF, conforme ilustrado na Figura 3. 19. Embora a

agua favoreca a solubilidade da proteina, a mudanca de cor e a turbidez da solucao
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indicaram alteragcdes conformacionais significativas da proteina. Desta forma, observou-
se que os éteres ciclicos polares promovem a perda da estrutura nativa da mioglobina.
Considerando a polaridade destes solventes, provavelmente 0 mecanismo de desnaturagéo
deve envolver a competicdo pela dgua da camada de hidratacdo da proteina.
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Figura 3. 17: Espectros de absorgéo no visivel da metamioglobina em DMSO. Teor de DMSO: a)
100%, b) 96%6 V/v; ¢) 46% vlv, d) 50% v/v.
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Figura 3. 18: Espectros de absor¢éo no visivel da metamioglobina em dioxano. Teor de dioxano: a)
100%, b) 96%6 v/v; ¢) 50% v/v, d) 21% v/v.
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Figura 3. 19: Espectros de absorcéo no visivel da metamioglobina em THF. Teor de THF: a) 100%o,
b) 96% v/v; ¢) 50% viv, d) 11% v/v.

De um modo geral, a analise dos resultados de espectroscopia no visivel indica que os
solventes polares préticos foram mais eficientes na manutencdo da estrutura nativa da
proteina que os aproticos, ja que 0s primeiros parecem capazes de estabelecer o0 mesmo
tipo de interacdo existente entre a proteina e a agua. Dentre os solventes polares
préticos, quanto menor sua polaridade, maior serd a capacidade de alterar a estrutura
nativa da proteina (FIGUEIREDO et al., 2005).

Os resultados de espectroscopia das solucGes de mioglobina em solventes organicos e
em solugdes do co-solvente orgéanico foram utilizados para selecionar os sistemas a

serem submetidos a analise de dicroismo circular, apresentada na proxima se¢éo.

3.4.2.3. A estrutura secundéaria da mioglobina em meio organico

A espectroscopia de dicroismo circular baseia-se na interacdo de substancias
opticamente ativas com a luz polarizada no sentido horario ou anti-horario e constitui
uma ferramenta para inferir a respeito da estrutura secundéria de proteinas. De acordo
com as diferencas de absorcdo, é possivel identificar a fracdo da molécula
correspondente as a-hélices e folhas-B. Como a seqiiéncia de aminoécidos restringe a

estrutura secundéria das proteinas, esta técnica é bastante utilizada para avaliar as
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mudancas conformacionais resultantes da exposi¢éo da biomolécula a certas misturas de
solventes (GLANDIERES et al., 1995).

A estrutura secundaria da mioglobina foi investigada para os sistemas que apresentaram
melhor desempenho na anélise de espectroscopia no visivel, ou seja, foram selecionadas
as condicdes em que a concentracdo do co-solvente organico fosse igual ou superior a
50% em volume com espectro de absorcdo no visivel intacto em relacdo a proteina
nativa. A mistura de solventes foi utilizada como referéncia para todas as amostras
analisadas. O perfil de absorcdo da metamioglobina equina em tampédo acetato pH 5,7
foi determinado a fim de evidenciar o efeito da adicdo do solvente organico na
conformacao da proteina. As condic@es utilizadas nos testes foram as mesmas relatadas
para o estudo de espectroscopia no visivel, ou seja, foi utilizada a metamioglobina
dissolvida em misturas de tampédo acetato pH 5,7 com co-solventes orgénicos, na

concentragdo de 11 pmol/L.

Para os solventes organicos em que a metamioglobina foi sollvel, como formamida e
DMSO, a analise de CD indicou alteragdo completa da estrutura secundaria da proteina.
N&o foi possivel distinguir nenhuma fracdo contendo a-hélices, por exemplo. Uma
possivel explicacdo para a diferenca de comportamento observada entre as duas técnicas
espectrofotométricas consiste na diferenca entre o tempo de contato do solvente com a
biomolécula e o inicio da analise. Os espectros no visivel foram determinados em até 10
minutos apos a mistura, enquanto o CD foi realizado 15 horas depois, tempo suficiente
para permitir os rearranjos moleculares da proteina, em funcdo da exposicdo aos

solventes organicos.

As curvas de CD obtidas para a mioglobina em solugdes aquosas de etileno glicol sdo
apresentadas na Figura 3. 20. Foram adicionados também os espectros da proteina em
tampé&o acetato com o objetivo de comparar os perfis obtidos.

Observou-se que 0 aumento da concentracdo do co-solvente provocou alteracdes
sensiveis no perfil de absorcédo caracteristico das a-hélices. Porém, para a solugdo mais
diluida, ou seja, contendo 50% em volume do glicol, houve uma grande semelhanca

com o perfil obtido para o tampdo acetato.
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Figura 3. 20: Espectros de dicroismo circular para solu¢es de metamioglobina em etileno glicol.
Teor de etileno glicol na solugéo em volume: a) 0% (tampéo acetato), b) 50%, c) 80%o, d) 96%0, €)
100%. pH da fase aquosa = 5,7, T = 25°C, 11 umol/L de metamb.

Os espectros de dicroismo circular para a dissolucdo da mioglobina em solugdes
contendo glicerol como co-solventes sdo apresentados na Figura 3. 21, sendo que o
perfil para tampdo acetato também foi adicionado para comparacdo. Os resultados
obtidos foram anélogos aos perfis para o etinelo glicol: diminuicdo do teor helicoidal

com o0 aumento da concentracdo do co-solvente.

A quantificacdo dos teores de a-hélices e folhas-B foi realizada calculando-se a
elipsidade molar para cada sistema, seguida pela utilizacdo do programa CDPro, rotina
CDSSTR (MANAVALAN e JOHNSON JR., 1987), que compara 0s espectros com um
banco de dados contido no algoritmo. Na Tabela 3. 5, apresentam-se as fracGes de a-

hélices e folhas-p da mioglobina eqliina em fungdo da mistura de solventes utilizada.

O teor helicoidal em tampdo acetato foi estimado em 50% da estrutura da molécula.
Como a quantificacdo das estruturas presentes na proteina se baseia na compara¢do com
modelos fornecidos por um banco de dados do algoritmo, o valor absoluto destes teores
deve ser avaliado com cautela (KELLY et al., 2005). Porém, em pH 5,7, a carga global

da proteina é positiva, 0 que deve alterar consideravelmente o tipo de interacdo com o
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solvente, causando modificagdes na estrutura secundaria da mioglobina em relacéo a

conformacao nativa. Portanto, a énfase aqui sera no aspecto comparativo das estruturas.

CD

T T T T T T T T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260

A (nm)

Figura 3. 21: Espectros de dicroismo circular para solu¢des de metamioglobina em glicerol. Teor de
glicerol na solucdo em volume: a) 0% (tampao acetato), b) 50%, c) 96%. pH da fase aquosa =5,7, T
= 25°C, 11 pmol/L de metamb.

Tabela 3. 5: Fracéo de a-hélices e folhas-f3 estimada para soluc¢des de mioglobina em co-solventes
organicos, utilizando o programa CD-Pro (SREERAMA e WOODY, 2000).

Concentragéo ]
Solvente a-hélices Folhas-B
(% viv)

Tampéo acetato (pH 5,7) - 50,2 20,6

50 54,8 12,8

Etileno glicol 80 47,4 9,9

96 42,3 12,9

50 50,8 16,6

Glicerol
96 38,5 13,6

De um modo geral, a adigdo dos glicois a solucdo de mioglobina em tampéo acetato
provocou uma reducdo do teor de a-hélices. Porém, para cerca de 50% em volume do
co-solvente organico, o teor de helicoidal permaneceu praticamente inalterado. Estes
resultados estdo de acordo com a literatura, ja que solugcdes dgua/glicerol 1:1 em volume
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sdo utilizadas para armazenamento de proteinas (GLANDIERES et al., 1995). Vale
ressaltar, ainda, que apesar de o glicerol promover modificacbes na estrutura da
mioglobina, a determinagdo da conformac&o da proteina em glicerol ainda é um assunto
controverso (BARTERI et al., 1996). Entretanto, tendo em vista 0s objetivos deste
trabalho, ou seja, a sintese de membranas de transporte facilitado contendo
biotransportadores, a constatacdo de que a proteina mantém grande parte de sua
estrutura em solucdes agua/glicerol e agualetileno glicol é promissora, uma vez que
estas substancias sdo usadas como plastificantes em filmes de PVA (LIM e WAN,
1994).

3.4.3. Inverséo da polaridade da mioglobina com SDS

A mioglobina ndo apresentou solubilidade em solventes apolares e fracamente polares
como tolueno, acetato de etila e hexano. Portanto, 0 aumento da solubilidade nesse tipo
de solvente foi investigado através da técnica de emparelhamento iénico hidrofébico,
pela adicdo de SDS a solugdes da proteina em tampéo acetato pH 5,7. Como o pl da
proteina € 7,2, em pH 5,7, os grupos acidos da mioglobina estardo protonados, de forma
que carga total sera positiva. Espera-se, entdo, que o surfactante substitua os anions que
atuam como contra-ions dos residuos basicos existentes na proteina (MATSUURA et
al., 1993). No caso da mioglobina, o nimero de residuos basicos é igual a 33 e,
portanto, esta deve ser a razao estequiométrica da adicdo de SDS. Desta forma, a razdo
molar SDS/mioglobina foi variada de 5 a 200. A concentra¢do final de SDS foi mantida
abaixo da sua concentragdo micelar critica. O efeito da variacdo da razdo molar entre o
SDS e a mioglobina foi avaliado por espectroscopia no visivel e os resultados séo
apresentados na Figura 3. 22. Os espectros correspondentes a razao SDS/Mb de 100 e

200 apresentaram deslocamento na linha de base e ndo foram apresentados na figura.

A absorcdo na regido do Soret foi utilizada como pardmetro de eficiéncia da alteragdo
da solubilidade da mioglobina. A comparacao dos espectros com o perfil da mioglobina
em tampdo acetato revelou que houve reducdo na intensidade de absorcdo. 1sso pode ser
indicio de diminuicdo na solubilidade da proteina em fase aquosa, como resultado do
emparelhamento do dodecil sulfato de sddio nos sitios positivos da proteina, conforme

esperado. Para a razdo SDS/Mb igual a 10, houve um desvio na linha de base do
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espectro, que pode indicar perda da conformacéo nativa da proteina, com agregacao das

regides hidrofdbicas.

2.5
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1.5+

1.0 1

Absorcao

0.5+

0.0 1

— 1 r + T - T - T 1T r* T T T
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
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Figura 3. 22: Espectros no UV-visivel do complexo SDS/metamioglobina, em diversas proporgdes.
Razao molar SDS/Mb a) 0, b) 5, ¢) 10, d) 33 e ) 50.

O aumento da solubilidade da mioglobina modificada em fase organica foi avaliado a
partir da extracdo da mesma para uma fase apolar, constituida por hexano ou 6leo de
silicone. Foram selecionados os sistemas com razdo molar entre 0 SDS e a Mb de 5 e de
33. Os espectros no visivel das fases organicas foram usados para avaliar a mudanca na

solubilidade da proteina.

Para o 6leo de silicone, em ambas as razdes SDS/Mb investigadas, houve manutencao
da absorcdo da proteina na regido do Soret, mas a turbidez do sistema indicou a
possibilidade de alteracdo conformacional da proteina. No caso da extracdo para
hexano, observou-se a manutencdo do espectro para a razdo SDS/Mb igual a 5,
conforme apresentado na Figura 3. 23. Para SDS/Mb igual a 33, também houve elevada
turbidez, evidenciada pelo deslocamento da linha de base do espectro. A analise da
figura indica que a proteina foi efetivamente transferida para o hexano, ja que houve
absorcdo nos picos caracteristicos da proteina nativa. O espectro da fase aquosa ap6s a

extracao também apresenta 0 mesmo perfil de absorcao.
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Figura 3. 23: Espectros do UV-visivel para a extracdo da mioglobina modificada por SDS em
hexano. a) extrato aquoso, b) extrato organico.

Como a inversdo da polaridade da proteina foi alcancada para uma razdo molar inferior
a 33, ha indicios de que nem todos os residuos basicos estavam expostos ao solvente,
impedindo o acesso da molécula do surfactante. Os resultados obtidos indicaram o
potencial da técnica e a avaliacdo da estrutura da mioglobina modificada em hexano

pode viabilizar novas rotas de sintese de membranas contendo este biotransportador.

3.5. Conclusao

A solubilidade e a conformacdo da mioglobina em fase organica mostraram-se bastante
dependentes da funcdo quimica do solvente, de sua concentracdo na solucdo e das
propriedades do meio. De um modo geral, os solventes proticos foram capazes de
estabelecer o0 mesmo tipo de interacdo observada entre a 4gua e a proteina, apresentando
desempenho superior aos demais solventes investigados. Em particular, os glicois
mantiveram a estrutura nativa da mioglobina em grande extenséo, especialmente na
concentracdo de 50% em volume. Os estudos revelaram que o teor helicoidal foi
mantido mesmo ap06s 15 horas de exposicdo da proteina a mistura. Tendo em vista a

utilizacdo de glicerol e etileno glicol como plastificantes de membranas poliméricas, os
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resultados obtidos indicam a utilizacdo potencial destes solventes na sintese de

membranas poliméricas contendo biotransportadores.

Como alternativa a insolubilidade da mioglobina em meio apolar, a técnica de
emparelhamento iénico hidrofobico foi eficiente em alterar a polaridade da proteina e
aumentar sua particdo em hexano. A caracterizacdo da atividade da mioglobina neste

meio pode viabilizar a imobilizacdo desta em polimeros apolares.
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Membranas compostas de alginato de

sodio contendo mioglobina

Nesta etapa do trabalho, que teve sua maior parte desenvolvida durante o estagio de
doutorado na Universidade de Twente, Holanda, membranas compostas foram preparadas
pela deposicdo de uma camada de alginato de sodio sobre uma membrana de acetato de
celulose de ultrafiltracdo. O objetivo da investigacdo desta morfologia foi avaliar a
possibilidade de estabilizagdo da mioglobina na matriz sélida e o aumento da resisténcia
mecanica dos filmes deste polissacarideo. As principais variaveis investigadas foram a
razdo massica entre o alginato e a mioglobina, bem como a reticulagdo idnica do
biopolimero. Testes de caracterizagdo compreenderam a espectroscopia no visivel, o
inchamento em &gua, além da permeac¢do de gases. Os resultados com as membranas
integrais indicaram que o alginato de sédio é capaz de manter a mioglobina em sua forma
ativa durante mais de 60 dias.

4.1. Introducéo

A escolha do alginato de sédio como matriz polimérica para a imobilizacdo da
mioglobina visando o desenvolvimento de membranas de transporte facilitado de
oxigénio foi baseada nas caracteristicas de biocompatibilidade, ndo toxicidade e
hidrofilicidade deste polissacarideo extraido de algas marrons (DRAGET et al., 2005).
Estas propriedades, aliadas a uma suscetibilidade a reticulacdo por ions como o célcio,
vém garantindo ao alginato uma posi¢do de destaque na pesquisa cientifica (GEORGE e
ABRAHAM, 2006). As aplicacdes potenciais sdo bastante vastas, englobando o uso
como membranas de pervaporacdo para desidratacdo de solventes organicos (SHI et al.,
1998 e 1996, YEOM e LEE, 1998a e 1998b), matriz para imobilizacdo de aminas
visando o transporte facilitado de CO, (KIM et al., 2004), adsorvente de metais no pré-
tratamento de efluentes (FATIN-ROUGE et al., 2006) e contaminante modelo em
estudos de micro, ultrafiltracdo e osmose inversa de aguas naturais (JERMANN et al.,
2007, LEE et al., 2006, YE et al., 2005). Merece destaque também o grande volume de
artigos cientificos publicados recentemente visando a sintese de nanoparticulas de

alginato para o encapsulamento de proteinas, farmacos e outras substancias
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biologicamente ativas, o que reflete o potencial deste polimero em aplicacOes
biotecnoldgicas industriais (SILVA et al., 2005, DE e ROBINSON, 2003,
FUNDUEANU et al., 1999).

Em relacdo a estrutura quimica, o alginato € um copolimero anionico resultante da ligacdo
nas posicdes 1 e 4 dos acidos pB-D-manurénico (M) e a-L-gulurdnico (G). A ligacéo
cooperativa dos meros G com ions forma uma estrutura denominada “caixa de ovo”
(GRANT et al., 1973), conforme apresentada na Figura 4. 1. A seletividade da ligacédo
entre 0s blocos constituidos pelo residuo G com os ions calcio é atribuida ao tamanho
deste cation, que se encaixa perfeitamente nos intersticios da estrutura em formato de
diamante. Como resultado deste processo de reticulagio em condicbes amenas, o
encapsulamento de biomoléculas e células na rede tridimensional formada torna-se
possivel, sem perda da atividade bioldgica. Além disso, o controle da densidade de
reticulacdo pode permitir o ajuste do inchamento destes sistemas em agua.

—eeeeee—_
o
o @
OH
~0 —
.
OH
l OH
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Figura 4. 1: Esquema ilustrativo da morfologia da sequiéncia de residuos G com ligacdo cooperativa
com ions calcio, modelo conhecido como caixa de ovo. No detalhe, os possiveis sitios de ligagédo do
polissacarideo com o cation (DRAGET et al., 2005).

De um modo geral, a sintese de membranas densas de alginato para utilizagdo em testes
de pervaporagdo é realizada através da utilizacdo de membranas integrais (YEOM e
LEE, 1998b) ou membranas compostas produzidas através do espalhamento da solucao
de alginato na superficie de um suporte poroso, para garantir a resisténcia mecanica aos

filmes finos e propiciar um aumento no fluxo permeado (SHI et al., 1998).
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Estudos de ultrafiltracdo de solugbes aquosas contendo alginato de sodio foram
conduzidos por pesquisadores da Universidade de Twente, na Holanda, visando a
determinacdo da filtrabilidade deste polieletrélito em funcdo do ambiente i6nico. Para
solucgdes aquosas contendo 50 ppm de alginato de sddio, sem a adicdo de outros sais,
observou-se que a reversibilidade da incrustacdo nas fibras ocas de poli(éter sulfona)
foram muito dependentes do fluxo permeado. A adicdo de cloreto de potassio a solucéo
aumenta a resisténcia a filtragdo, uma vez que a repulsdo eletrostatica entre as cadeias
do polimero sdo reduzidas, provocando o depdsito de uma camada mais densa na
superficie da membrana. Por outro lado, a adi¢do de célcio a solugéo reduz a resisténcia
a filtracdo, devido a formacdo de aglomerados e a uma camada de gel mais permeavel
gue pode, eventualmente, bloguear os poros da membrana (VAN DE VEN et al., 2008).
Um esquema ilustrativo dos modelos propostos para a conformagdo das cadeias é

apresentado na Figura 4. 2.

Alginato de sodio Alginato de sédio com  Alginato de sddio com
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Figura 4. 2: Modelos propostos por VAN DE VEN et al. (2008) para a conformacéo das cadeias de
alginato de sédio em solucdo e na camada de incrustracdo de membranas de ultrafiltracdo como
funcdo do ambiente idnico.

Com base nestes estudos, a investigacdo da sintese de membranas compostas através da
ultrafiltracdo de solugdes de alginato de sodio foi investigada durante o estagio de
doutorado no Grupo de Tecnologia de Membranas da Universidade de Twente. O
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desenvolvimento de uma tecnica de preparo destas membranas que permita o deposito
de uma camada superficial seletiva com espessura de alguns micrometros pode
viabilizar o emprego destes filmes em escala industrial, ja que o fluxo permeado pode
ser bastante aumentado. Além disso, como o alginato € um polissacarideo, espera-se que

ele seja capaz de manter a estrutura nativa e atividade bioldgica da mioglobina eqtina.

4.2. Objetivo

Considerando a necessidade de desenvolvimento de membranas de transporte facilitado
com estabilidade em aplicagcdes de longa duracdo, o objetivo desta etapa do trabalho foi
investigar a utilizagdo do alginato de sédio como matriz polimérica para a imobilizacéo
da mioglobina. A fixacdo do transportador em um filme solido consiste em um avango
consideravel na sintese deste tipo de membrana. Para isso, a interacdo entre o
polissacarideo e a proteina deve ser tal que permita a manutencdo da estrutura nativa e

atividade bioldgica desta ultima.

O principal inconveniente associado ao emprego dos filmes poliméricos densos consiste
na redugéo significativa da permeabilidade dos permeantes, principalmente quando os
resultados sdo comparados com os valores de fluxo permeado para as solu¢bes mantidas
em poros por capilaridade. Assim, as membranas compostas representam uma
alternativa, ja que permitem o depdsito de uma camada superficial extremamente fina
sobre um suporte microporoso, garantindo manutencdo da resisténcia mecénica dos

filmes e sem decréscimo desnecessario na taxa de transporte.

4.3. Materiais e métodos

A estratégia experimental utilizada para alcancar o0s objetivos apresentados
anteriormente consistiu na divisao do trabalho nas seguintes etapas:

a) Preparo e caracterizacdo de membranas integrais de alginato de sédio com e sem
mioglobina para avaliar a estabilidade da proteina no polissacarideo;

b) Selecdo e caracterizacdo do suporte de ultrafiltracdo que apresentasse afinidade com
o alginato de sadio;

c¢) Estudo da reticulacédo i6nica do alginato, visando reduzir o inchamento dos filmes em

agua;
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d) Imobilizagdo da mioglobina nas membranas de alginato, visando o transporte

facilitado de oxigénio.

4.3.1. Materiais

Os materiais utilizados foram alginato de sdédio de viscosidade média (Sigma),
mioglobina equina (Fluka), Sephadex G-25 superfina (Amersham Biosciences),
ditionito de sodio (Merck), cloreto de ferro tetrahidratado (Fluka), cloreto de célcio
dihidratado (Acrdés Organics) e cloreto de potassio (Merck). Todas as solucdes foram
preparadas usando agua Milli-Q. Membranas de ultrafiltracdo de acetato de celulose
(Nadir) foram investigadas como suporte.

4.3.2. Ativagdo da metamioglobina

Para ativar a proteina, a mioglobina comercial foi dissolvida em agua, ja que os testes
de avaliacdo do efeito da forca idnica e do pH indicaram que n&o houve alteragéo da
estrutura nativa neste solvente puro, conforme apresentado no Capitulo 3. Adicionou-se
ditionito de sodio, Na;S,04, em excesso, para promover a reducdo do Fe**, conforme a

Equacéo 4. 1.

3+ 2- 2+
2Fe” + S04 2Fe” + 2S0; Equacéo 4. 1

A solucdo resultante foi transferida para uma coluna de filtracdo em gel, preenchida
com a resina Sephadex G25 superfina, para separar a oximioglobina dos subprodutos da
reacao. O preparo da coluna consistiu no inchamento de cerca de 10 g da resina em agua
durante aproximadamente 15 horas. O fracionamento da proteina em por¢des de 5 mL
contendo cerca de 0,1 g foi necessério para a manutencdo da capacidade de separacao

do gel por mais tempo.

Os espectros no UV-visivel das solu¢Bes obtidas foram avaliados com o objetivo de
verificar a eficacia das etapas de reducdo e separacao da proteina. Caso a fracdo obtida
apresentasse absorcao intensa em 630 nm, caracteristico da metamioglobina, ou 350 nm,

caracteristico de ditionito, as etapas de separacdo ou reducdo eram repetidas.
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A proteina foi concentrada até cerca de 70 g/L por ultrafiltragdo com auxilio do
Cetriprep® YM10 (Millipore), apresentado na Figura 4. 3. O dispositivo consiste em
tubos concéntricos, em que a extremidade inferior do tubo interno contém uma
membrana de celulose. Sob a acdo de uma forca centrifuga, a agua ou a solucdo tampéao
permeia através da membrana e a proteina é retida no tubo mais externo. Utilizou-se

centrifugacdo a 1800 g, a 4°C.

Figura 4. 3: llustracéo do Centriprep®, utilizado para a concentracéo da proteina.

Uma vez reduzida e concentrada, a oximioglobina era armazenada em geladeira, cerca

de 4°C, até ser utilizada na sintese das membranas.

4.3.3. Membranas densas integrais

4.3.3.1. Preparo das membranas integrais

Foram preparadas solucdes aquosas de alginato de sédio 1% em massa contendo 10 mM
de KCI. Em seguida, caso necessario, foram misturadas as quantidades desejadas de
solugdo de oximioglobina. A solucdo resultante foi homogeneizada, transferida para
uma placa de Petri de polietileno e seca a 20°C em uma capela por cerca de 15 horas.
Foram avaliados os efeitos da razdo massica entre o polimero e o transportador, bem

como a adicao de cloreto de célcio ao sistema.
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4.3.3.2. Caracterizagdo das membranas integrais

Espectroscopia no UV-visivel

Testes de espectroscopia no UV-visivel (Shimadzu) foram realizados para determinar a
forma fisioldgica da mioglobina nos filmes de alginato de sddio. Amostras de
dimensdes 2,0 por 0,4 cm foram inseridas na cubeta do espectrofotdbmetro para a
realizacdo das leituras. Os filmes preparados sem a adicdo do transportador foram
usados como referéncia. A manutencdo da oximiglobina nos filmes foi caracterizada

através da absorcdo nos comprimentos de onda 543 e 581 nm.
Inchamento em agua

Os testes de inchamento das membranas integrais em agua foram realizados com o
objetivo de verificar se houve alguma reducdo na solubilidade do polimero em virtude
da adicdo dos ions calcio, ou mesmo pela interacdo entre a proteina e o polissacarideo.
Assim, amostras de 2 por 2 cm das membranas densas foram transferidas para uma
placa de Petri contendo agua. O sistema foi fechado e levado a uma estufa a 40°C por 48
horas. Em seguida, a 4gua foi removida das placas e as dimensbes dos filmes foram

determinadas. Foram utilizadas as médias de, pelo menos, quatro medidas.

Transferiu-se as amostras inchadas para um dessecador por cerca de 24 horas e tomou-
se novamente as medidas das dimensGes das amostras, conforme mencionado
anteriormente. A porcentagem de inchamento dos filmes foi calculada de acordo com a
Equacéo 4. 2.
[, -1 5
I :{ u | S}*lOO Equacéo 4. 2

S

Onde | é o inchamento da amostra, |, e I sdo as médias dos lados da amostra Umida e

Seca, respectivamente.
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4.3.4. Membranas densas compostas

4.3.4.1. Escolha e caracterizacdo do suporte

Membranas de ultrafiltracdo de acetato de celulose (Nadir) foram pré-selecionadas
como suporte para os filmes de alginato de sddio devido a semelhanga quimica
estrutural entre estes polimeros. Antes de efetuar os ensaios, as membranas foram
lavadas por aproximadamente 30 minutos com agua corrente na temperatura de 30°C
para remover o glicerol usado no preenchimento dos poros, de acordo com as instrugoes
do fabricante. A caracterizacdo do fluxo de agua pura (Milli-Q) através das membranas
com diametro de corte de 5 e de 100 kDa foi investigada e os valores de fluxo permeado

permitiram escolher entre os materiais disponiveis.

Testes de permeacdo de solucdes aquosas de alginato de sodio e de mioglobina, ambos
na concentracdo de 0,1% em massa, foram conduzidos visando inferir sobre a afinidade
entre o suporte e 0 material da superficie da membrana. As reten¢bes do polimero e da
proteina foram investigadas através de um balanco de massa. A quantificacdo dos teores
da mioglobina e do alginato na alimentacdo e no permeado foram realizados por meio
de espectroscopia. No caso da oximioglobina, o coeficiente de extingdo foi utilizado
para estimar a concentracdo da proteina. Ja para o alginato de sddio, foi utilizada a
técnica proposta por Dubois e colaboradores (DUBOIS et al., 1953), que se baseia na

reducdo de agucares com fenol, catalisada por acido sulfarico.

4.3.4.2. Preparo das membranas compostas

Membranas densas compostas foram preparadas pela ultrafiltracdo de solucGes aquosas
de alginato de sodio, 0,1% em massa, e KCI 10 mM sobre o suporte de acetato de
celulose. Uma vez blogueados os poros pelas moléculas do polissacarideo, as solugdes
aquosas de oximioglobina e/ou reticulante foram adicionadas ao tanque de filtracédo,
com é&rea de permeacdo de 36,3 cm®. As condicdes operacionais utilizadas foram 3 bar,

20°C e 700 rpm. As membranas foram secas por 12 horas, na temperatura ambiente.
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Como reticulantes para as membranas de alginato de sdédio, foram investigados os
cloretos de célcio e de ferro (Il). Testes de espectroscopia no UV-visivel foram
realizados para avaliar os efeitos destas solugdes salinas na estrutura nativa da

mioglobina. A absor¢do nos picos caracteristicos foi usada como padrdo de comparacao.

As variaveis investigadas durante a sintese das membranas compostas foram a
proporcao entre o alginato de sodio, a mioglobina e os ions reticulantes. Os efeitos da
concentragdo da proteina e de célcio nos filmes foram avaliados de acordo com as
técnicas de caracterizacdo e desempenho descritas a seguir.

4.3.4.3. Caracterizacdo das membranas compostas

Espectroscopia no UV-visivel

A quantificacdo da mioglobina nas solucgdes de alimentacdo e do permeado foi realizada
por espectroscopia no UV-visivel. Além de determinar a quantidade de proteina retida
na membrana, estes testes permitiram a determinacdo da forma fisiologica da proteina
apos permeacdo. Em outras palavras, foi possivel inferir se houve desativacdo da

proteina durante a etapa de ultrafiltrac&o.

Inchamento em agua

Como os filmes de alginato sdo bastante hidrofilicos, os testes de inchamento foram
realizados usando vapor de agua ao invés da agua liquida, para evitar a extracdo da
camada superficial das membranas compostas (SHI et al., 1998). Amostras de 2 por 2
cm foram transferidas para placas de Petri, que por sua vez foram colocados em um
dessecador contendo agua em sua base. O dessecador foi hermeticamente fechado e
apos cerca de 48 horas, a 20°C, as amostras foram retiradas e tiveram sua massa

determinada.

Em seguida, as amostras foram transferidas para uma estufa a vacuo, a 30°C, até que
ndo houvesse alteracdo da massa das amostras. A porcentagem de inchamento foi

calculada de acordo com a Equacao 4. 3.
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| = (u]*loo Equacéo 4. 3

Onde | é o inchamento da amostra, m, € ms S0 a massa da amostra Umida e seca,

respectivamente.

Microscopia eletrénica de varredura

As morfologias da camada superficial e da se¢do transversal das membranas compostas
de alginato de sédio foram analisadas por microscopia eletrénica de varredura (JSM
5600LV). As amostras foram fraturadas em nitrogénio liquido, quando possivel, secas
em uma estufa a vacuo por 15 horas e recobertas com ouro antes da andlise. As imagens
obtidas foram utilizadas para inferir a respeito da afinidade entre a camada superficial e

0 suporte.
Fluxo de agua pura

O fluxo de &gua pura através das membranas compostas foi medido usando um tanque
com area de permeacéo de 3,14 cm?, operado a 3 bar, 20°C e 700 rpm. A massa do
permeado foi medida em intervalos regulares de tempo e o fluxo permeado foi

calculado em seguida.

4.3.5. Testes de desempenho

4.3.5.1. Permeacéo de gases

Testes de permeacgdo dos gases oxigénio e nitrogénio foram realizados, utilizando a

metodologia descrita no Anexo 2.

4.3.5.2. Permeacao em fase liquida

A investigacdo do transporte facilitado de oxigénio através da membrana de PVA com

mioglobina foi realizada em uma célula de dialise, conforme apresentado na Figura 4. 4.
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Figura 4. 4: Montagem experimental utilizada nos testes de permeagéo de oxigénio em fase liquida.
OD e T referem-se ao eletrodo de oxigénio dissolvido e de temperatura.

A célula de dialise consiste em dois compartimentos de acrilico contendo uma abertura
para o acoplamento da membrana. A membrana (7,0 cm® de &rea) foi colocada na
juncdo destes compartimentos. Adicionou-se 250 mL de agua destilada em cada lado.
Um dos compartimentos foi mantido saturado em oxigénio, borbulhando continuamente
este gas durante o teste. O outro foi isolado do ambiente, desoxigenado com N, e
mantido sob atmosfera inerte. O aumento na concentracdo de oxigénio dissolvido foi
medido com o auxilio de um sensor de oxigénio (YSI), sendo que o sistema foi agitado
magneticamente. O percentual de saturacdo em oxigénio com o tempo para a membrana
contendo transportador foi comparado ao da membrana isenta de mioglobina, a fim de

caracterizar o transporte facilitado.
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4.4. Resultados e discussao

4.4.1. Membranas densas integrais

Membranas densas integrais de alginato de sodio contendo oximioglobina foram
preparadas com o0 objetivo de investigar a estabilidade da proteina nos filmes deste
polissacarideo. Cloreto de potéssio, na concentracdo de 10 mM, foi adicionado a
solucdo polimérica visando a obtencdo de um filme mais denso, de acordo com o0s
resultados anteriores do Grupo de Tecnologia de Membranas (VAN DE VEN et al.,
2008). A razdo massica entre a mioglobina e o alginato de sddio foi variada de 0 a 2 g/g.
Membranas vermelhas, sem defeitos e com espessura média de 30 um foram obtidas. A

fotografia da membrana é apresentada na Figura 4. 5.

Figura 4. 5: Fotografia da membrana densa integral de alginato de sédio (Mb/alginato = 2 g/g).

A adicdo de cloreto de célcio a solucdo contendo alginato de sodio, KCI e
oximioglobina foi efetuada, visando investigar a possibilidade de reticulacdo i6nica do
polissacarideo. Entretanto, o calcio provocou a formacéao de agregados de proteina, que
comprometeram a homogeneidade dos filmes produzidos. Estes resultados indicaram
uma necessidade de investigacdo mais criteriosa da concentracao limite de célcio capaz

de manter a estrutura nativa da mioglobina, uma vez que a aglomeracdo da proteina
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geralmente esta associada a perda da conformacéo nativa e posterior jungédo das regides

hidrofébicas da molécula.

Para um pH de 6,5, correspondente a &gua utilizada como solvente, o alginato de sodio
apresenta-se negativamente carregado enquanto a mioglobina possui uma carga
ligeiramente positiva, indicando que o tipo de interacdo esperada entre o polissacarideo
e a proteina é eletrostatica. Com o objetivo de investigar a estrutura da proteina em
alginato, espectros de UV-visivel dos filmes foram determinados e as curvas obtidas
podem ser visualizadas na Figura 4. 6.

Absorgao

I I I I I
300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 4. 6: Espectros no UV-visivel das membranas integrais de alginato com variacdo da
concentracdo de mioglobina. a) razdo Mb/alginato = 1 g/g e b) razdo Mb/alginato = 2 g/g.
Encontram-se destacados os picos caracteristicos da oximioglobina.

Os picos de absorcdo em 418, 542 e 581 nm sdo equivalentes a forma oximioglobina e
indicam a manutencgdo da estrutura nativa da proteina nos filmes de alginato. A analise
espectrofotométrica foi repetida uma vez por semana durante dois meses e ndao houve
alteracdo no perfil de absor¢do. Portanto, a interacdo eletrostatica ndo comprometeu a
estrutura da proteina e o alginato de sddio mostrou-se um bom material para

imobilizacdo do biotransportador.
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Testes de inchamento em agua liquida foram realizados para verificar a possibilidade da
alteracdo na estrutura do polissacarideo devido a interacdo com a mioglobina.
Entretanto, a dissolugdo das membranas revelou que a interacdo da &gua com o

polimero e com a proteina sdo maiores que o par polimero/proteina.

4.4.2. Membranas compostas de alginato de sddio reticuladas com célcio

A sintese de membranas compostas de alginato de sodio foi investigada visando
aumentar a resisténcia mecéanica dos filmes densos integrais. Suportes com duas
retencdes nominais diferentes foram selecionados, com 5 e 100 kDa. A caracterizagao
do fluxo de agua pura através dos mesmos é apresentada na Tabela 4. 1, bem como os

valores de referéncia fornecidos pelo fabricante.

Tabela 4. 1: Fluxo de agua pura através das membranas de ultrafiltracéo de acetato de celulose
(Nadir). Condigdes operacionais: AP = 3 bar, T = 20°C e 700 rpm.

Retencédo nominal Fluxo de 4gua Valor esperado
(kDa) (L/hm?) (L/hm%)
5 45 > 25
100 376 + 15 200 - 400

Os valores experimentais e de referéncia para o fluxo de agua foram concordantes e a
escolha da membrana com retengdo nominal igual a 100 kDa foi baseada em sua
reprodutibilidade nos testes de permeacdo de uma solugdo aquosa de alginato de sodio
0,1% em massa contendo 10 mM de KCI, conforme ilustrado na Figura 4. 7. Os testes
foram conduzidos em triplicata e os desvios foram inferiores a 10%. Apesar de esta
retencdo nominal ser bastante superior as dimensdes da mioglobina, que é de 18 kDa, a
sintese da membrana composta pode ser realizada desde que haja uma etapa anterior

para bloquear os poros com a solucéo de alginato de sédio.

A retencdo do alginato de sddio na membrana de acetato de celulose foi quantificada
com auxilio do método de Dubois (DUBOIS et al., 1956). Foram determinadas as
concentragBes do polissacarideo na solucdo de alimentacdo e no permeado e a
quantidade retida foi calculada por um balanco de massa. Observou-se um grau de

retencao superior a 95%, que corresponde a 1,67 mg de alginato/cm?® de membrana.
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A permeabilidade de uma solucdo aquosa de mioglobina, na concentracdo de 0,1% em
massa, também foi investigada e os resultados sdo apresentados na Figura 4. 8.

Observou-se uma retencdo de 65% da mioglobina na membrana de acetato de celulose.
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Figura 4. 7: Caracterizacao do fluxo das solucfes aquosas de alginato de sédio, 0,1% em massa,
através da membrana de acetato de celulose com retencdo nominal de 100 kDa.

240
220
200
180 o

160 -] o

140 +

Fluxo (L/hm®)

120 <
100 >

80 +

T

T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14

Tempo (h)

Figura 4. 8: Caracterizacao do fluxo de uma solu¢do aquosa de mioglobina, 0,1% em massa,
através da membrana de acetato de celulose com retencdo nominal de 100 kDa.

101



Capitulo 4: Membranas compostas de alginato de sddio contendo mioglobina

A reticulacdo das membranas de alginato de sddio pelo célcio foi avaliada variando-se a
razdo massica entre o cation e o polimero de 4 a 16 g/g. Apesar de consistir em um
valor elevado de calcio, em comparacdo com outros trabalhos da literatura (VAN DE
VEN et al., 2008), os testes visavam investigar o grau maximo de reticulagdo que
poderia ser alcangado para o sistema, ja que houve completa dissolucdo das membranas
integrais durante o teste de inchamento em agua liquida. Os resultados obtidos para a
avaliacdo do inchamento das membranas compostas em vapor d’agua sdo apresentados
na Tabela 4. 2.

Tabela 4. 2: Inchamento das membranas compostas em vapor d’agua.

Amostra Inchamento (%)
Suporte sem cobrimento 6,0
Suporte + alginato de sédio com KCI 42,8
Suporte + Ca**/alginato = 4 g/g 10,6
Suporte + Ca**/alginato = 8 g/g 10,4
Suporte + Ca**/alginato = 16 g/g 76

As membranas de alginato de sodio sem reticulacdo apresentaram o maior grau de
inchamento em vapor d’agua, conforme esperado. Comparado ao suporte sem
recobrimento, houve um aumento de 7 vezes no grau de inchamento devido a
hidrofilicidade da camada de alginato de sodio. A adicao de cloreto de célcio diminui o
inchamento em &gua, indicando que a reticulacdo do alginato foi eficiente. O aumento
da adigdo de célcio parece ter pouco efeito no grau de inchamento, mostrando que a
membrana ja alcangou a maior densidade de reticulacdo. Vale ressaltar que a razdo
méssica Ca’*/alginato apresentada na tabela acima corresponde & razdo nominal, ou

seja, as quantidades do reticulante e do polimero adicionadas ao tanque de permeacéo.

Testes de ultrafiltracdo indicaram que ndo houve fluxo de &gua pura através das
membranas reticuladas com calcio durante 7 horas de experimentos. Em outras
palavras, estes testes comprovaram que a sintese de uma camada densa sobre o suporte
foi efetiva e que a reticulagdo com o célcio reduziu a afinidade do sistema pela agua,
conforme esperado. Estes resultados mostram que é possivel controlar a densidade de

reticulacdo dos filmes de alginato através da adicao de ions calcio.
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Com o intuito de investigar a morfologia da camada superficial e da secdo transversal
das membranas compostas, utilizou-se a microscopia eletrénica de varredura. Os
resultados da anélise sdo apresentados na Figura 4. 9. Com o objetivo de comparar 0s
resultados, as amostras selecionadas foram o suporte sem cobrimento, recoberto por

alginato de so0dio/KCI e por alginato/KCI/CaCl,.

A andlise da membrana de acetato de celulose usada como suporte, Figura 4. 9 —
imagens a e b, revela uma rede muito complexa formada pelo papel sem trama (non-
woven), 0 que provocou uma elevada resisténcia a cisdo da amostra em nitrogénio
liquido. Portanto, as amostras foram seccionadas com auxilio de um estilete, 0 que pode
comprometer um pouco a analise morfologica. A fotografia da secdo transversal ilustra
a estrutura do suporte: uma camada superficial mais organizada e compacta que se torna
mais espacada na medida em que se aproxima da base usada para conferir resisténcia

mecanica.

Para o suporte de acetato de celulose recoberto por alginato de sodio, Figura 4. 9 —
imagens ¢ e d, a presenca de bolhas sugere a formagdo de aglomerados de agua a
medida que a membrana € seca. Ndo é possivel identificar se a formacdo destas
goticulas ocorreu durante a secagem das membranas na capela ou durante a exposicao
ao vacuo, durante o preparo da amostra para analise. Ainda assim, a imagem da secéo
transversal indica uma elevada afinidade entre o alginato de sédio e o acetato de
celulose, ja que a camada superficial (membrana + camada de recobrimento) se
descolou do suporte, ou seja, do papel sem trama. Esta elevada afinidade confirma os
resultados obtidos anteriormente, que indicaram um teor de retencdo do alginato

superior a 95% na membrana de ultrafiltracdo em todos os ensaios.

Para as membranas reticuladas com célcio, Figura 4. 9 — imagens e e f, foi observado
uma contracao bastante significativa da camada superficial (membrana + recobrimento)
durante a exposi¢do ao vacuo. Em todas as amostras analisadas, houve descolamento
desta camada nas extremidades e, ainda, o aparecimento de fendas e defeitos
provenientes de uma pequena elasticidade das membranas. Portanto, a adi¢do de calcio
promoveu a reticulacdo efetiva das membranas. A aplicabilidade das mesmas, porém,
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depende de um ajuste na densidade de reticulacdo para otimizar o inchamento em agua e

a flexibilidade da pele da membrana.

WEBrm 3784 B3/SEP/B7 H1Z8 1808mm 37

e f

Figura 4. 9: Imagens das membranas compostas de alginato de sédio. a) Extremidade da
membrana mostrando a estrutura do papel sem trama (non-woven), b) Secéo transversal do
suporte sem cobrimento, ¢) Camada superficial da membrana recoberta com alginato de sédio, d)
Secao transversal da membrana coberta com alginato, e) Descolamento da camada superficial da
membrana de alginato reticulada com célcio, f) Ciséo da camada superficial da membrana com
razéo Ca?'/alginato = 16 g/g.
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Ainda a respeito da andalise de microscopia eletronica de varredura, uma estimativa
preliminar indicou que a espessura da camada superficial das membranas compostas foi
de 5 um. Este valor ainda esta cerca de 10 a 50 vezes maior que aqueles utilizados em
aplicacdes industriais (BAKER, 2004). Obviamente, quanto menor for a espessura da

“pele”, menor sera a resisténcia ao transporte.

4.4.3. Membranas compostas de alginato de sédio contendo mioglobina

A sintese das membranas compostas de alginato de sodio contendo mioglobina foi
investigada visando a estabilizacdo da proteina no polissacarideo para garantir o
transporte seletivo de oxigénio, ao mesmo tempo em que o controle da espessura da
camada depositada evita resisténcias desnecessarias ao transporte. Como os filmes
densos apresentaram um elevado inchamento em &gua liquida, a necessidade de
reticulacdo do polissacarideo com ions foi demonstrada. Os cloretos de calcio e de ferro
(1), este ultimo por se tratar do sitio ativo da mioglobina, foram selecionados para a
investigacdo. Inicialmente, a estabilidade da oximioglobina em solugdes aquosas destes

sais foi avaliada através de um estudo espectrofotométrico.

O comportamento da oximioglobina em solucBes aquosas de cloreto de célcio com
concentracOes variadas do sal sdo apresentados na Figura 4. 10. Os espectros foram

determinados 1 hora ap0s a mistura da proteina a solucéo salina.

Para todas as amostras, observou-se a oxidacdo do Fe?* a Fe**, conforme evidenciado
pela absor¢do a 630 nm. Uma possivel explicacdo para o fenébmeno seria a ligagdo do
calcio a algum residuo proximo ao sitio ativo da proteina, que favoreceu o deslocamento
do oxigénio molecular pela 4gua, causando a oxidacao do ferro. Esta modificacdo deve
ter favorecido a desativacdo da proteina. Para concentra¢fes maiores de calcio, iguais a
0,5 e 1 mM, houve modificacdo do perfil de absor¢do na regido do Soret, indicando
perda da conformacao nativa da proteina. A modificacdo do formato e da intensidade de
absorcdo nestas amostras deve ser o resultado da aglomeracdo das cadeias do

polipeptideo.

105



Capitulo 4: Membranas compostas de alginato de sddio contendo mioglobina

A mesma tendéncia foi observada para as solu¢des de oximioglobina em cloreto de
ferro (I1), conforme apresentado na Figura 4. 11. As solu¢des mais diluidas do sal
apresentaram oxidacdo do ferro, enquanto a amostra correspondente a 1 mM de FeCl,
apresentou perda do perfil caracteristico de absorcéo.
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Figura 4. 10: Espectros da oximioglobina em solug¢des de cloreto de calcio. Concentragdo do CaCl,:
a-1pM,b-0,07mM,c-0,13mM,d-0,25 mM, e-0,5mM, f—1 mM.
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Figura 4. 11: Espectros da oximioglobina em soluc@es de cloreto de ferro (11). Concentragdo do
FeCl,: a- 0,07 mM, b-0,13mM, ¢c-0,25 mM,d-0,5mM, e —1 mM.
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E interessante observar ainda que as curvas de a até d apresentam um aumento gradual
na absorcao do Soret, provavelmente indicando que o grupo prostético da proteina esta
sendo exposto para a solugdo e que a for¢a motriz para a ocorréncia deste fendbmeno é a

concentracdo dos ions na solucéo.

Estes resultados revelaram a instabilidade da mioglobina nas solucdes de célcio e de
ferro (1), dificultando o uso destes compostos como reticulantes do alginato. Ainda
assim, a sintese de membranas de alginato de sédio contendo mioglobina foi investigada
variando-se a ordem de adicdo e a concentracdo das solugdes de proteina e de célcio.
Nestes testes, a hipotese avaliada era a diluicdo ainda maior da solucédo salina, através
do aumento da concentracdo da proteina ou da reducdo do “calcio livre”, mediante o
acréscimo deste antes da proteina no tanque de ultrafiltracdo, que promoveria a
reticulacdo da pele da membrana antes da adi¢do da proteina. Entretanto, em todos 0s
casos, foi observada a presenca da metamioglobina no permeado, ou seja, 0 processo de

sintese da membrana causou oxidacdo do ferro.

Tentativas de reativar a proteina na membrana foram investigadas através da adi¢do de
ditionito de sodio, o agente redutor da biomolécula, ao tanque de ultrafiltracdo apds o
preparo das membranas, mas a coloracdo da membrana mudou de marrom para verde,

indicando que o processo néo foi eficiente.

Novas membranas foram, entdo, preparadas sem a adicdo de agentes reticulantes. A
razdo massica entre a mioglobina e o alginato foi variada e estabeleceu-se um valor
6timo igual a 0,5 g/g, j& que concentracBes maiores levam a formacao de aglomerados
da proteina na superficie da membrana. A analise morfoldgica das membranas
produzidas foi realizada por microscopia eletrénica de varredura e as imagens obtidas

sdo apresentadas na Figura 4. 12.

A imagem da secdo transversal revela, mais uma vez, o descolamento da camada
superficial (membrana + recobrimento) do papel sem trama (non-woven). Esta
observacdo indica que a adicdo da mioglobina a matriz de alginato de sodio néo alterou
a afinidade entre o polissacarideo e a membrana de ultrafiltracdo de acetato de celulose,
que compde a estrutura porosa superficial da membrana de ultrafiltracao.
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Figura 4. 12: Imagem de microscopia eletronica obtida para a se¢do transversal (a) e para a
camada superficial (b) das membranas compostas contendo alginato e mioglobina sem reticulantes.

Ja em relacdo a analise da superficie, ndo foi possivel identificar a presenca de poros,
mesmo com uma magnificacdo de 20.000 vezes, 0 que consiste em um bom indicio de

que houve formacdo de uma estrutura densa no topo da membrana.

4.4.4. Testes de desempenho

Testes de permeacdo em fase gasosa foram conduzidos para as membranas compostas
de alginato com e sem mioglobina no sistema padrdo de permeacdo existente no
laboratério. Entretanto, ndo foi possivel determinar a permeabilidade das membranas
aos gases oxigénio e nitrogénio. Os resultados indicam que a permeabilidade é inferior a
0,05 Barrer, que é o limite de deteccdo do equipamento. Uma alternativa possivel para a
determinacdo da permeabilidade seria a utilizacdo de pressdes maiores na corrente de
alimentacdo, mas nestas condicdes, pode haver saturacdo dos sitios do transportador, o

que poderia mascarar 0 mecanismo reativo de transporte.

Testes conduzidos em fase liquida, por meio de uma célula de dialise, mostraram
que a camada superficial da membrana, composta por alginato, KCI e
mioglobina, é extraida para 0 meio aquoso durante os ensaios, comprometendo a

confiabilidade dos resultados.
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4.5. Conclusao

Os resultados obtidos nesta etapa do trabalho revelaram a compatibilidade entre o
alginato de sodio e a mioglobina, uma vez que a estrutura nativa da proteina foi mantida
nos filmes densos deste polissacarideo por mais de 60 dias. Em relacdo a sintese das
membranas compostas, verificou-se que a escolha do acetato de celulose como material
do suporte foi adequada, j& que a afinidade com o alginato e a mioglobina foi
comprovada. Observou-se uma retencdo de 95% do polissacarideo na membrana de
ultrafiltragdo, o que corresponde a 1,67 mg/cm?. Mais de 65% da proteina também

ficaram retidos no suporte.

O procedimento para a sintese das membranas compostas de alginato contendo
mioglobina foi estabelecido, com razdo proteina/polissacarideo Otima de 0,5 g/g.
Entretanto, a imobilizacdo adequada da proteina no suporte deve ser investigada visando
caracterizar a permeabilidade do oxigénio e do nitrogénio através das membranas,

comprovando o transporte facilitado de oxigénio.
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Estabilizacao do poli(alcool vinilico)

através da reticulacao

Nesta etapa do trabalho, a reticulacao do poli(alcool vinilico) pelo glutaraldeido
foi investigada na auséncia de catalisadores acidos minerais e solventes organicos
com o objetivo de melhorar a resisténcia dos filmes deste polimero hidrofilico e
biocompativel. O uso destas condi¢Bes operacionais mais amenas pode permitir a
imobilizacdo de biomoléculas visando a aplicacdo como biossensores, membranas
de transporte facilitado contendo biotransportadores e dispositivos de liberacéo
controlada de drogas. O glutaraldeido foi escolhido como agente reticulante
porque favorece a reacgdo intermolecular com o poli(alcool vinilico) e é capaz de
se ligar as proteinas. Os efeitos da temperatura da reacdo e da razéo entre o
polimero e o agente reticulante foram investigados através de testes de DSC, TGA,
inchamento em agua e permeacao de gases.

5.1. Introducgéao

A imobilizacdo de biomoléculas e células em um suporte hidrofilico biocompativel ¢ o
calcanhar de Aquiles de uma ampla variedade de processos biotecnoldgicos, uma vez
que a técnica utilizada deve considerar as restricdes para preservar a estrutura destas
substancias, como o pH do meio, a temperatura e a concentragdo de certos solventes
(LOZINSKY et al., 2003). Desta forma, a investigacdo de uma rota experimental ndo
deletéria para fixar biomoléculas em matrizes poliméricas é um desafio que pode
viabilizar a comercializa¢do de novos produtos ou desonerar certas etapas de processos

ja existentes (PARK e CHANG, 2000).

O poli(alcool vinilico), PVA, é um dos principais polimeros utilizados como suporte
para a imobilizagdo de biomoléculas e células devido as propriedades de
hidrossolubilidade e biocompatibilidade (LOZINSKY e PLIEVA, 1998). Produzido
através da alcoolise do poli(acetato de vinila), PVAc, as propriedades fisicas do PVA

variam bastante, dependendo principalmente do grau de hidrdlise obtido e da extensdo
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da cadeia polimérica (TOYOSHIMA, 1973). A investigagdo da plastificacio do
poli(alcool vinilico) pelos glicois € apresentada no Anexo 2, enquanto a relagdo entre as
as propriedades do PVA e sua estrutura ¢ descrita no Anexo 3. A versatilidade do PVA
permite a utilizagdo do polimero em uma série de aplicagdes, como em membranas para
pervaporagdo (XIAO et al.,, 2006), permeagdo de gases (PARK e LEE, 2001) e
transporte facilitado (ZOU e HO, 2006, KIM et al., 2004), bem como em biossensores
(SEHITOGULLARI e USLAN, 2002, VIDAL et al., 1996) e dispositivos para libera¢ao
controlada de drogas (LIM ¢ WAN, 1994, BACHTSI et al., 1996).

Quando empregado em processos de separacdo, a habilidade do PVA para a formagao
de filmes com boa resisténcia mecanica ¢ utilizada para separar substancias hidrofilicas
de uma mistura (SHAO e HUANG, 2007) ou imobilizar transportadores para a sintese
de membranas de transporte facilitado (FERRAZ et al., 2007) ou biossensores (VIDAL
et al., 1999 a e b). Na area biotecnoldgica e farmacéutica, a flexibilidade e o elevado
teor de agua que os hidrogéis de PVA podem reter sdo explorados com o intuito de
incorporar substancias biologicamente ativas, como as lipases (WANG e HSIEH, 2008).
Em outro tipo de aplicacdo, implantes do tipo reservatorio sdo empregados para
promover a liberacdo controlada de drogas. Nestes casos, o PVA ¢ utilizado ndo s6
como material formador da estrutura, mas também como regulador da taxa de liberagao

da droga (BOURGES et al., 2006).

Os hidrogéis de PVA nao modificado apresentam pouca estabilidade em agua, o que
pode comprometer a integridade do filme e reduzir seu desempenho. Assim, através da
reticulagdo do PVA, ¢ possivel diminuir a hidrofilicidade e fornecer uma rede adequada
para a imobiliza¢ao de biomoléculas. As principais técnicas utilizadas para alcancar a
insolubilizacdo do polimero em meio aquoso sao baseadas em tratamentos térmicos,

fisicos ou quimicos (HAN et al., 2003).

Por meio do tratamento térmico do PVA, a energia fornecida ¢ usada para modificar a
organizacdo espacial das cadeias e estabelecer ligagdes de hidrogénio mais fortes entre
os grupos hidroxila, levando a uma maior cristalinidade do material (HYDER et al.,
2006). Embora este método aumente a resisténcia dos filmes a fase aquosa, a faixa de

temperatura empregada para se obter resultados significativos — em geral, maior que

112



Capitulo 5: Estabilizag¢ao do poli(alcool vinilico) através da reticulacao

100°C e freqiientemente igual a 150°C (NOBREGA et al., 1988) —, ¢ muito maior que o

limite tolerado pelas biomoléculas.

O envelhecimento das solugdes aquosas do PVA, por outro lado, pode causar a
gelificagdo, especialmente quando o sistema sofre ciclos de resfriamento e aquecimento
consecutivamente (CASCONE et al., 2002a ¢ b). Esta ¢ uma alternativa bastante utilizada
para imobilizar biomoléculas ¢ células (LOZINSKY et al., 2003), com formagdo de

macroporos devido as ligacdes de hidrogénio, conforme ilustrado na Figura 5. 1.
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Figura 5. 1: Esquema ilustrativo dos pontos de juncdo da rede do PVA reticulado fisicamente em
func¢do da taticidade do polimero (LOZINSKY e PLIEVA, 1998).

Por outro lado, filmes quimicamente reticulados sao baseados na reagao entre um agente
reticulante e a elevada quantidade de grupos hidroxila do polimero. Existe uma grande
variedade de agentes reticulantes para o PVA, como o acido maleico, o formaldeido e o
glutaraldeido. Reagdes inter ou intramoleculares podem ser ajustadas usando agentes

reticulantes ou condigdes operacionais especificas (HAN et al., 2003).

A reticulagdo do PVA através da reacdo quimica com uma substancia provoca a redugao
da hidrofilicidade do filme, j& que a reag@o reduz o nimero de grupos hidroxila livres na
cadeia polimérica. Como conseqiiéncia, espera-se um menor grau de inchamento dos
filmes em 4gua. Entretanto, o efeito da reticulagdo na permeabilidade das membranas

depende bastante do tipo de substancia usada na reagdo (HAN et al., 2003).

No caso do formaldeido, por exemplo, a ocorréncia da reagdo intramolecular provoca

um aumento no volume livre do polimero devido a combinagdo de dois fatores: a
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formac¢do de um anel de seis dtomos dificulta o empacotamento das cadeias poliméricas,
0 que leva a um arranjo menos compacto da estrutura e a diminuicdo dos grupos
hidroxila livres consumidos na reagdo reduz o numero de ligagdes de hidrogénio entre

as cadeias (HAN et al., 2003).

Para o caso de écidos dicarboxilicos ou dialdeidos, em que a reag¢do intermolecular ¢
geralmente favorecida, a alteracdo no volume livre dos filmes poliméricos ¢ mais
complicada. Se por um lado, o consumo dos grupos hidroxila diminui a interagao entre
as cadeias, aumentando a area efetiva para permeacdo, a ligagdo entre as diferentes
cadeias poliméricas limita a mobilidade segmental, restringindo o caminho médio livre
dos permeantes através da membrana. O resultado observado na permeabilidade

depende de uma compensagao entre estes dois fatores (HAN et al., 2003).

Nos tltimos anos, o uso do glutaraldeido, GA, como reticulante para o PVA vem sendo
intensificado uma vez que o método dispensa o tratamento térmico para completar a
reacdo. Além disso, o glutaraldeido ¢ uma substancia que pode se ligar as biomoléculas
como as proteinas, e tem sido freqlientemente utilizado com este proposito, muito
embora ainda haja desconhecimento em relagdo a estrutura formada (MIGNEAULT et
al., 2004) . A polimerizagdo da hemoglobina para a producdo da primeira geragdo dos
HBOCs (hemoglobin-based oxygen carriers) usados como sangue artificial é um
exemplo da habilidade deste dialdeido em conectar cadeias polipeptidicas (BUEHLER
et al., 2005). Como o glutaraldeido tem dois grupos funcionais, ele pode ser empregado
para ligar covalentemente as proteinas € o PVA, por exemplo. Esta propriedade permite
o desenvolvimento de estruturas personalizadas para serem usadas em diversas

aplicagdes, desde que as restricdes impostas pelas biomoléculas sejam consideradas.

A reticulacdo do PVA pelo glutaraldeido consiste em uma reacdo de acetalizagdo. O
mecanismo consiste na formag¢do do hemiacetal, através da adicdo nucleofilica da
molécula do alcool a carbonila do aldeido. Detentor das fungdes alcool e éter, este
intermediario dificilmente ¢ isolado, sendo hidrolisado na presenca de adcidos minerais.
Entretanto, nestas condi¢des, o hemiacetal, funcionando como &lcool, também pode
reagir com uma segunda hidroxila — que no caso do PVA pode ser o —OH adjacente —,

formando um acetal via reag@o de substituicdo Sy1 através de um carbocation, conforme
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apresentado na Figura 5. 2. A formagdo de acetal a partir de alcool e aldeido de baixa

massa molar ¢ acelerada pela remocdo de agua do meio (ALLINGER et al., 1978).
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{Como alcool)

Figura 5. 2: Mecanismo da reacdo de acetalizagdo evidenciando a adi¢éo nucleofilica a um grupo
carbonila e a formacéo de éter através de um carbocation.

O método usualmente utilizado para reticular as membranas de PVA com o
glutaraldeido ¢ baseado na imersdo do filme em uma solug¢do alcodlica contendo o
reticulante ¢ um acido mineral, geralmente HCI ou H,SO4 (GUO et al., 2007). O meio
alcodlico ¢ usado para inchar a membrana, permitindo a difusdo das moléculas de
dialdeido, bem como os ions H', usados para catalisar a reagdo. Alternativamente,

acidos de Lewis vém sendo investigados, como o Zn(NOs), (XU et al., 2004).

Embora as condigdes operacionais descritas acima sejam adequadas para o preparo de
membranas de PVA para pervaporacdo, por exemplo, a imobilizagdo de biomoléculas
requer o uso de condi¢gdes mais amenas, como a auséncia de meio acido, de solventes
organicos ou da adi¢do de sais. Trabalhos que estudam a reticulagdo do PVA pelo GA
na auséncia de catalisadores acidos nao sao do nosso conhecimento e esta investigacao

foi conduzida nesta etapa.
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5.2. Objetivo

O objetivo desta etapa foi investigar a reticulagdo do PVA pelo glutaraldeido na
auséncia de catalisadores d4cidos, visando a imobilizacgdo da mioglobina e da
hemoglobina em um estdgio posterior. Os efeitos da temperatura e¢ do teor de
glutaraldeido foram avaliados e a reticulagdo foi realizada simultaneamente a formagao
da membrana para simplificar o procedimento de sintese. A caracterizagdo dos filmes
obtidos foi efetuada através de testes de inchamento em agua, DSC, TGA, FTIR e
permeagdo de oxigénio e nitrogénio. Filmes de PVA reticulados pelo acido maleico e
pelo glutaraldeido na presenca de HCI foram usados como referéncia. A sele¢do de
condi¢gdes operacionais mais amenas que as empregadas na literatura para promover a
insolubilizacdo do PVA pelo glutaraldeido sem afetar a atividade fisiologica das
proteinas ¢ de suma importancia para o desenvolvimento de biossensores € membranas

de transporte facilitado contendo biotransportadores.

5.3. Materiais e métodos

5.3.1 Materiais

Os reagentes utilizados foram o PVA (Aldrich, massa molar entre 85.000 e 146.000 Da,
com grau de hidrolise de 99,5%), glutaraldeido (Aldrich, solu¢dao aquosa 50% em

massa), acido maleico (Vetec, teor minimo de 99%) e HCI (Vetec, 36,5% em massa).

5.3.2. Preparo das membranas

Para a sintese das membranas, o PVA previamente seco em estufa era dissolvido em
agua destilada. A dissolugdo foi acelerada aquecendo-se o sistema a 100°C em banho de
glicerol e sob agitagdo magnética. Apos resfriamento até a temperatura ambiente,
adicionava-se a solugdo de glutaraldeido na propor¢do desejada, mantendo-se a
concentragdo final de PVA na solucdo de espalhamento igual a 4% em massa. O pH
final da solugdo foi igual a 6,2, que ¢ o pH da agua destilada utilizada nos ensaios. Uma
vez homogeneizada a solugdo, esta era vertida para placas de petri de poliestireno e
secas na temperatura desejada para produzir membranas planas densas e livres de

defeitos.
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Os efeitos da concentracao de glutaraldeido, definida aqui como a razdo molar entre o
glutaraldeido e a unidade monomérica do PVA, bem como da temperatura da reacdo nas
propriedades das membranas obtidas foram investigados. A razdo GA/PVA foi variada
de 0,0022 a 1,8 mol/mol, enquanto as temperaturas de reagdo utilizadas foram 10, 25 e
40°C. Para o preparo das membranas a 10°C, as placas contendo a mistura reativa foram
transferidas para um dessecador a vacuo, que foi colocado em um refrigerador. A silica
presente no recipiente era trocada de dois em dois dias para garantir a remoc¢ao da dgua
e, conseqiientemente, a formag¢do da membrana. Membranas preparadas a 25°C foram
secas em capela, usando o ar condicionado da sala como regulador da temperatura. Ja
para a reac¢do conduzida a 40°C, os sistemas foram transferidos para uma estufa (Nova

¢tica, Shaker incubadora 430 RDB).

Membranas de PVA reticuladas com acido maleico foram preparadas e usadas como
controle. Desta forma, as quantidades desejadas de reticulante foram adicionadas a uma
solugdo de PVA que foi agitada magneticamente para dissolver o 4acido carboxilico. As
membranas foram secas em estufa Quimis a 100°C e tratadas termicamente em seguida,

a 150°C por 30 minutos.

O preparo de filmes de PVA reticulados por glutaraldeido na presenga de HCl também
foi realizado, com o intuito de averiguar a efetividade do tratamento usando as
condigdes propostas por VIDAL et al. (1999a) para estabilizar o PVA. Para isto,
glutaraldeido e HCI foram adicionados a solugdo aquosa de PVA e a mistura foi
homogeneizada. O sistema foi transferido em seguida para placas de Petri e as

membranas foram secas a 25°C por cerca de 20 horas.

Todas as membranas foram armazenadas em dessecador a vacuo apds o preparo para
evitar absorcdo de 4gua ou modificacdo de suas propriedades até que fossem
devidamente caracterizadas e tivessem suas permeabilidades ao O, e ao N

determinadas.

5.3.3. Caracterizacdo das membranas

A caracterizacdo das membranas foi realizada através de ensaios de inchamento em

agua, testes de andlise térmica, bem como espectroscopia no infravermelho. Para
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determinagdo do grau de inchamento em agua, foi usado o mesmo procedimento
descrito no Capitulo 4 para as membranas integrais, ou seja, as membranas foram
imersas em agua a 40°C por 48 horas e a alteragdo na dimenséo dos lados das amostras

quadradas foi usada para mensurar o inchamento.

Analise térmica

A andlise térmica foi realizada através de ensaios de calorimetria exploratdria
diferencial (DSC, Perkin Elmer DSC7) e termogravimetria (TGA, Perkin Elmer TGA7).
Na analise de DSC, cerca de 15 mg da membrana foram submetidos a uma razao de
aquecimento de 10°C/min, de 30 a 250°C, sob atmosfera de nitrogénio a 25 mL/min.
Foram realizados dois estdgios de aquecimento, sendo que a temperatura de transi¢ao

vitrea e a entalpia de fusdo do segundo aquecimento foram considerados na analise.

Para a analise de TGA, aproximadamente 8 mg da membrana foram mantidos a 50°C

por 1 minuto, seguido pelo aquecimento, a 10°C/min, até 600°C, sob atmosfera de N.

FTIR

A determinagdo da estrutura quimica dos filmes formados foi investigada através de
ensaios de infravermelho (Perkin Elmer, 1720X). Os espectros foram determinados
através de 20 varreduras, com resolucdo de 2 cm™ e permitiram identificar as alteragdes

estruturais provocadas pela adi¢dao da proteina as membranas.

5.3.4. Testes de desempenho

A permeabilidade ao oxigénio foi determinada tanto em ensaios em fase gasosa, usando
o sistema padrdo existente no laboratorio, descrito no Anexo 2, quanto em fase liquida,
por meio da célula de didlise, apresentada no Capitulo 4. Porém, para aumentar a
resisténcia mecanica das membranas densas integrais de PVA, os filmes foram inseridos
entre duas membranas de microfiltragdo de acetato de celulose (Millipore), com

didmetro médio de poros igual a 0,45 um, antes do inicio dos ensaios.
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5.4. Resultados e discussao

Nesta secdo, sdo apresentados os resultados da reticulacdo do PVA tanto pelo éacido
maleico, como pelo glutaraldeido com e sem a presenca de HCI como catalisador. O
objetivo foi comparar as propriedades obtidas nos diferentes tipos de tratamento e,
conseqilientemente, avaliar a efetividade da reagdo entre o glutaraldeido ¢ o PVA na

auséncia de dcidos minerais.

5.4.1. Reticulagdo com &cido maleico

O 4cido maleico ¢ um agente reticulante utilizado para estabilizar as membranas de
PVA empregadas em pervaporagao (HAN et al., 2003). A estrutura do produto formado
¢ apresentada na Equacgdo 5. 1. Entretanto, para que a reagdo se complete, € necessario
tratar termicamente os filmes a 150°C por 30 minutos. Como estas condi¢des sdo
bastante severas e provocariam a desnaturagdo de proteinas, a reticulagio do PVA com
o acido maleico foi usada como sistema modelo, para comparar as propriedades obtidas
pelo método convencional de reticulagdo com as das membranas modificadas pelo
glutaraldeido. Foram preparadas membranas com razao molar entre o 4cido maleico e a
unidade monomérica do PV A iguais a 0,1 e a 0,2, com base em resultados anteriores do

grupo de pesquisa (NOBREGA et al., 1988).

o o
| I

H H HOOS ?OOH H 0—C—C=C—-C—-0 I‘-I
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2 fo—o v = —> fo—c g -5 *2H0 Equagdo 5. 1
| oo |
H OH H H H H

Foram obtidos filmes transparentes, homogéneos e com espessura média de 20 um. Os

resultados dos testes de inchamento em agua liquida sdo apresentados na Tabela 5. 1.

Tabela 5. 1: Inchamento em dgua das membranas de PVA reticuladas com acido maleico.

Membrana* Inchamento (%)
PVA ©
Acido maleico/PVA = 0,1 32+3
Acido maleico/PVA = 0,2 29+2

* Razdo entre acido maleico e a unidade monomérica do PVA em mol/mol.

Observa-se que a reticulagdo com dacido maleico reduziu consideravelmente a

solubilidade dos filmes em agua. Membranas de PVA nao modificadas apresentam
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inchamento infinito, que corresponde a dissolugdo da membrana durante os ensaios. As
membranas reticuladas, por outro lado, apresentam cerca de 30% de inchamento, sem
grande altera¢do no valor em fun¢@o do acréscimo de mais agente reticulante no meio.

Os testes foram realizados em duplicata e os desvios foram inferiores a 10%.

As curvas de termogravimetria para as membranas de PVA reticuladas com 4acido
maleico sdo apresentadas na Figura 5. 3. Observa-se um aumento na estabilidade
térmica dos filmes com o aumento da concentracio do agente reticulante nas
membranas, conforme evidenciado pelo aumento da temperatura em que a perda de
massa do material se inicia. Além disso, o perfil de degradagdo foi alterado. O
acréscimo de acido maleico aos filmes diminuiu a hidrofilicidade dos mesmos,
reduzindo bastante as perdas de massa em temperaturas inferiores a 300°C. A segunda
etapa de perda de massa da membrana ndo modificada, correspondente a formagdo de
polienos, bem como a reticulagdo térmica intermedidria sdo suprimidas, provavelmente
devido a reducdo da quantidade dos grupos hidroxila adjacentes livres para promover a
reac¢do. Nota-se, ainda, que uma quantidade significativa de material, ou seja, mais de
10% em massa, permanece no recipiente de analise quando a amostra atinge os 600°C.
Estas alteragdes no perfil de degradacdo confirmam a efetividade da reticulagdo do PVA

pelo &cido maleico.

Massa (%)

0 , . , . , . , . , .
100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Figura 5. 3: Curvas da analise termogravimétrica das membranas de PVA reticuladas com &cido
maleico. a - membrana de PVA; b — &cido maleico/PVA =0,1; ¢ - acido maleico/PVA = 0,2.
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As curvas de calorimetria exploratoria diferencial sdo apresentadas na Figura 5. 4. Os
perfis encontrados para as amostras reticuladas com acido maleico foram comparados
com os obtidos para a membrana ndo modificada. A auséncia de cristalinidade das
amostras indicou que a modificacdo dos filmes pelo acido maleico foi efetiva. Desta
forma, o tratamento com este acido dicarboxilico provocou um distanciamento entre as
cadeias do polimero, impedindo a formacgdo de estruturas organizadas. Como
conseqiiéncia, a hidrofilicidade das membranas foi reduzida e uma maior resisténcia dos

filmes a degradagdo térmica foi alcangada, conforme esperado.
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Figura 5. 4: Curvas de calorimetria exploratéria diferencial das membranas de PVA reticuladas
com acido maleico. a - membrana de PVA; b — acido maleico/PVA = 0,1; ¢ - acido maleico/PVA =
0,2.

Nao foi possivel determinar a temperatura de transicdo vitrea, T, das membranas
reticuladas com acido maleico. A realizacdo de um estudo mais detalhado seria
importante para averiguar o efeito da adi¢do do reticulante na transi¢do vitrea do

polimero, mas esta investigacao foge ao escopo deste trabalho.

As permeabilidades aos gases oxigénio e nitrogénio das membranas reticuladas foram
investigadas usando o sistema padrao de permeag¢dao de gases. Entretanto, ndo foi
possivel mensurar esta propriedade, j4 que os valores foram abaixo do limite de
detecgdo do equipamento, que ¢ da ordem de 107 Barrer. Este resultado, porém,

corrobora as observacdes de que a reticulagdo foi efetiva. Do ponto de vista estrutural, a
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reticulagdo intermolecular diminuiu o volume livre do polimero e a mobilidade
segmental o que ocasionou a reducdo da permeabilidade das moléculas através da

membrana.

5.4.2. Reticulacdo com glutaraldeido catalisada pelo acido cloridrico

A reticulacdo das membranas de PVA pelo glutaraldeido usando acido cloridrico como
catalisador foi baseada nos resultados promissores apresentados por Vidal e
colaboradores (VIDAL et al., 1999a). Os autores relataram que a hemoglobina foi
imobilizada com sucesso nesta matriz polimérica, com manuten¢do da capacidade de

degradagdo da bilirrubina.

O mecanismo proposto para a estabilizagdo do PVA em meio aquoso pelo glutaraldeido
¢ apresentado na Figura 5. 5, mostrando a forma¢do da ligacdo acetal catalisada por

acidos minerais.
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Figura 5. 5: Mecanismo proposto por para a reagéo de acetalizacdo do aldeido (VIDAL et al.,
1999a).

Nestes ensaios, foram reproduzidas as condigdes usadas pelos autores para a
concentragdo de agente reticulante e de catalisador. A razdo molar GA/PVA foi variada
de 0,018 a 1,8 mol/mol, enquanto o teor de HCI foi estudado de 0,015 a 0,045 mol/L.
Para concentracdes de HCl maiores ou iguais a 0,030 mol/L e razdo massica GA/PVA
maiores ou iguais a 0,13 mol/mol, observou-se uma intensa reticulagdo, o que reduziu a

flexibilidade da membrana e impediu a realizagdo de testes com o material.
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Para as demais condi¢des, foram obtidos filmes homogéneos, transparentes e com
espessura média igual a 30 um. O grau de inchamento em 4gua dos filmes ¢ apresentado
na Tabela 5. 2. Observa-se a reducao da hidrofilicidade com o aumento da concentragao
de glutaraldeido nas membranas. Este resultado indica que os grupos hidroxila foram

consumidos na reacdo, reduzindo a afinidade pela agua.

Tabela 5. 2: Inchamento em 4gua das membranas de PVA reticuladas por GA/HCI.

Membrana* Inchamento (%)
PVA 0
GA/PVA =0,018 56+8
GA/PVA =0,035 29+ 6

* A concentragdo de HCI foi de 0,015 mol/L. Razdo entre GA e PVA em mol/mol.

Comparando-se os resultados de inchamento em 4gua das membranas de PVA
reticuladas com GA/HCI e com acido maleico, observa-se que um inchamento de 30% ¢
alcangado para concentragdes menores do glutaraldeido, ou seja, para uma proporgao
molar de 0,035. Como nao foram preparadas membranas com menores teores de acido
maleico, nao ¢ possivel comparar diretamente os resultados, mas o fato de o aumento na
quantidade do 4cido organico ndo afetar significativamente o inchamento dos filmes
indica que a densidade maxima de reticulagdo ja foi alcancada. Portanto, concentragdes
relativamente baixas de glutaraldeido sdo capazes de promover uma alteracdo eficiente
na hidrofilicidade das membranas, o que justifica a utilizacdo deste dialdeido em

substitui¢cao ao acido carboxilico.

As curvas de termogravimetria para as membranas reticuladas por GA na presenca de
HCI sao apresentadas na Figura 5. 6. Houve uma melhoria na estabilidade térmica com
o aumento da adicdo do dialdeido. Observou-se também a supressdo da etapa de
reticulagdo intermediaria, observada para o PVA ndo modificado. Comparando estes
resultados com os perfis de TGA para as amostras modificadas pelo acido maleico,
observa-se que o acido organico possui desempenho ligeiramente superior ao dialdeido,

ja que os eventos de degradagdo ocorrem em temperaturas um pouco maiores.
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Figura 5. 6: Curvas da anélise termogravimétrica das membranas de PVA reticuladas com
GA/HCI. a - membrana de PVA; b - GA/PVA =0,018 e [HCI] = 0,015 mol/L; ¢ - GA/PVA =0,035 ¢
[HCI] = 0,015 mol/L.

As curvas de DSC sdao apresentadas na Figura 5. 7 e mostram que uma maior
concentragdo de glutaraldeido ¢ capaz de reduzir a cristalinidade do material como
resultado do afastamento das cadeias (PARK et al.,, 2001). Estas observagoes
confirmam os dados de inchamento em agua e evidenciam que para uma razao molar
entre 0 GA e a unidade monomérica do PVA igual a 0,035 mol/mol, a densidade de
reticulacdo alcancada ¢ maxima. De modo semelhante ao tratamento com &acido

maleico, ndo foi possivel determinar a T, das amostras.
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Figura 5. 7: Curvas de calorimetria exploratéria diferencial das membranas de PVA reticuladas
com GA/HCI. a - membrana de PVA; b — GA/PVA = 0,018 e [HCI] = 0,015 mol/L; ¢ - GA/PVA =
0,035 e [HCI] = 0,015 mol/L.
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Com o intuito de evitar a interferéncia da cristalinidade do polimero nos resultados,
membranas com razao molar GA/PVA maiores que 0,035 mol/mol foram usadas nos testes
de permeacgdo de gases. A determinagdo da permeabilidade ao oxigénio e ao nitrogénio
revelou uma enorme flutuagdo dos dados, conforme apresentado na Figura 5. 8. Para a
amostra com razdo GA/PVA de 0,044 mol/mol, ndo foi possivel definir nenhuma tendéncia
em relagdo a permeabilidade. J& para as membranas com GA/PVA de 0,088 mol/mol, o
comportamento observado foi semelhante aquele obtido para as membranas de PVA
reticuladas com etileno glicol, ou seja, um decréscimo da permeabilidade no primeiro dia,
seguido por um aumento exponencial do transporte. Por outro lado, a seletividade foi

mantida constante, mas com valores baixos, em torno de 1,5.
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Figura 5. 8: Permeabilidade (A) e seletividade (B) das membranas de PVA reticuladas com
glutaraldeido/HCI. (a) GA/PVA = 0,044 e [HCI] = 0,015 mol/L (b) GA/PVA = 0,088 e [HCI] = 0,015
mol/L.Os nameros 1, 2 e 3 correspondem as réplicas das membranas.
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Acredita-se que este comportamento seja o resultado da plastificacio das membranas
pela dgua. A existéncia de umidade residual pode ter causado o aumento da taxa de
transporte em algumas ordens de grandeza. De fato, a determinacdo da forma em que a
dgua esta presente nestes sistemas ainda ¢ bastante estudada, visando esclarecer os
mecanismos de permeagdo nestes géis inchados (WANG et al., 2003, PING et al., 2001,
NGUYEN et al., 1996). A baixa seletividade confirma a hipotese de plastificagdo, ja
que o nitrogénio passa a ser co-transportado com o oxigénio, reduzindo a seletividade

intrinseca das membranas de PVA, que ¢ de 3,3 (MULDER, 1996).

Os resultados obtidos indicaram a instabilidade das membranas face a permeagao de
gases e motivaram a investigacdo da taxa de permeacdo de oxigénio em fase aquosa,

através de uma célula de dialise em etapas futuras.

Outro fator que merece destaque ¢ a desativagdo das hemoproteinas em valores tao
baixos de pH. Tentativas de sintetizar membranas contendo mioglobina revelaram perda
da conformagdo nativa da proteina e aglomeracdo das biomoléculas em solugdo.
Portanto, a sintese de membranas de PVA reticuladas por glutaraldeido na auséncia de

catalisadores 4cidos mostrou-se importante e ¢ apresentada a seguir.

5.4.3. Reticulacdo com glutaraldeido sem acidos minerais

A estratégia usada para investigar a reacdo entre 0 PVA e o GA na auséncia de catalise
acida baseou-se na avaliacdo dos efeitos da temperatura e da concentrag@o de reticulante
na membrana. O primeiro estagio da pesquisa consistiu em um estudo exploratorio
usando uma ampla faixa das varidveis para investigar se a reacdo podia se completar
usando condi¢des tdo amenas. Os testes de inchamento dos filmes em agua foram
usados para inferir a respeito da densidade de reticulacdo alcangada. Os resultados sdo
apresentados na Tabela 5. 3. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A

espessura da membrana foi de 100 pum.

Vale destacar que a formacdo da membrana e a reticulacio do polimero foram
realizados simultaneamente e, portanto, o tempo da reacdo corresponde ao tempo total
em que a solugdo foi evaporada da placa de petri. Os valores foram de 45, 110 e 170

horas para as membranas secas a 40, 25 ¢ 10°C, respectivamente.
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Tabela 5. 3: Inchamento em agua para as membranas de PVA reticuladas com GA na auséncia de
catalise &cida.

Temperatura (°C) Razdo molar GA/PVA Inchamento (%)

0,0044 0
10 0,044 0
0,44 0

0,0044 > 300
25 0,044 0
0,44 o

0,0022 54+6

0,0044 44+ 5

0,013 53+4
40 0,044 0
0,44 0
0,88 0
1,8 o0

As membranas secas a 10°C foram soluveis em agua, indicando que ndo houve reagido
entre 0 PVA ¢ o GA. Este resultado provavelmente deve-se ao fato de que os reagentes
ndo tinham energia de ativagao suficiente para reagir em temperatura tao baixa. Antes
mesmo da andlise de inchamento, os filmes apresentaram elevado teor de agua,

conforme verificado por inspe¢do visual, o que sugere a formacao de um gel fisico.

O mesmo comportamento foi observado para os filmes preparados na temperatura
ambiente, exceto para a amostra com razao molar GA/PVA igual a 0,0044, em que a
membrana ndo apresentou solubilidade completa, mas o grau de inchamento ainda foi
bastante elevado para a aplicagdo como matriz so6lida para imobilizacdo de

biomoléculas.

Para o caso da rea¢do conduzida a 40°C, a tendéncia observada a 25°C foi confirmada:
baixas concentracdes de GA levam a maiores densidades de reticulagdo. A existéncia de
uma concentragdo de GA em que a densidade de reticulagdo atinge um valor maximo
pode ser explicada pelo mecanismo da reagdo proposto na literatura (YEOM e LEE,

1996). Um esquema ilustrativo das estruturas formadas ¢ apresentado na Figura 5. 9.
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Figura 5. 9: Mecanismo proposto para a reagdo entre o PVA e 0 GA (YEOM e LEE, 1996).

Para baixas concentragdes de GA, as poucas moléculas do dialdeido ndo s3o capazes de
promover uma rede adequada para prevenir a solubilidade em 4gua e a membrana
apresenta elevado grau de inchamento. A adi¢cdo de mais reticulante a solugdo
polimérica favorece a reagdo em ambas as extremidades da molécula do dialdeido e
reduz o volume livre do material, melhorando o desempenho do mesmo em fase aquosa.
A maior densidade de reticulacdo foi observada para uma razdo molar GA/PVA de
0,0044. Um aumento maior ainda na concentracdo de GA provoca a ramificacdo do
PVA ao invés da reticulagdo, possivelmente porque a solucdo estd mais viscosa que as
demais, o que compromete a mobilidade das moléculas. Deve-se destacar que a reagao ¢
limitada pela difusividade dos reagentes em todos os sistemas investigados, pois a agua
¢ evaporada, aumentando a viscosidade da solugdo até a formagdo dos filmes. A
ramificagdo do PVA aumenta o espago entre as cadeias e provoca maior solubilidade

em agua, ja que a capacidade de empacotamento diminui.
Outra hipoétese, talvez mais plausivel do que a ramificacdo do polimero sugerida por

YEOM e LEE (1996), seria a reagdo entre moléculas do dialdeido, quando a

concentragdo do mesmo no sistema ¢ aumentada. A literatura tem registrado uma
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grande variedade de produtos da oligomerizac¢do do glutaraldeido (MIGNEAULT et al.,
2004).

Os resultados de inchamento das membranas revelaram que a maior densidade de
reticulagdo foi obtida para as amostras preparadas a 40°C e com razdo molar GA/PVA
de 0,0044. Estas condi¢des sdo mais amenas que as usadas na literatura para estabilizar
o PVA em meio aquoso (HYDER et al, 2006, KIM et al., 2004, DURMAZ-
HILMIOLGLU et al., 2001). Em relagao a sintese de biossensores ¢ membranas de
transporte facilitado contendo biotransportadores, estes parametros operacionais podem
preservar a conformagao nativa das biomoléculas, pois a temperatura ¢ semelhante a do
corpo humano e a concentragdo de glutaraldeido ¢ cerca de 10 vezes menor que as
membranas contendo hemoglobina usadas para degradagdo de bilirrubina, por exemplo

(VIDAL et al., 1999a).

A andlise térmica dos filmes reticulados pelo GA a 40°C foi realizada com o intuito de
comparar as diferencas no arranjo das cadeias poliméricas. As curvas de
termogravimetria sdo apresentadas na Figura 5. 10. Para a amostra de PVA nao
modificado, héd trés estagios principais de perda de massa: o primeiro, em torno de
100°C, ¢ atribuido a liberagdo de compostos volateis, principalmente dgua presente no
material hidrofilico. O segundo estagio, a 270°C, corresponde a eliminagdo de acido
acético e formagdo de polienos, enquanto a terceira etapa, em torno de 450°C,

corresponde a cisao da cadeia principal (MCNEILL, 1997).

As curvas de termogravimetria para as amostras com razao molar GA/PVA de 0,0044 e
0,044 mostram trés principais estagios de degradagdo. Em compara¢do com o PVA nao
modificado, observa-se que o primeiro estagio de perda de massa foi diminuido
consideravelmente, o que indica uma diminuic¢ao na hidrofilicidade da membrana, com
reducdo do teor de volateis nos filmes. Também deve ser destacado que os eventos de
degradagdo ocorrem em temperaturas maiores, ou seja, a 290 e a 470°C, indicando

aumento na estabilidade térmica como resultado da reticulagao pelo glutaraldeido.

O aumento na razio molar GA/PVA para 0,44 alterou o perfil da curva de
termogravimetria. A perda de massa foi continua e ndo houve diferenca significativa

entre os estagios de degradacgdo. Para temperaturas maiores que 300°C, a estabilidade
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foi ainda maior que as outras amostras com concentragdo de GA menor. Este
comportamento pode ser atribuido a gelificagdo do PVA ramificado e a formacdo de
outras estruturas, talvez resultantes da oligomerizagao do GA, j& que o aspecto visual da

amostra era opaco.

Massa (%)

T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

Figura 5. 10: Curvas de termogravimetria para as membranas de PVA reticuladas pelo GA a 40°C.
a) PVA, b) GA/PVA =0,0044, c) GA/PVA = 0,044, d) GA/PVA = 0,44.

As curvas de DSC das amostras de PVA reticuladas com GA a 40°C sdo apresentadas
na Figura 5. 11. As amostras com razdo GA/PVA de 0,0022 ¢ 0,013 foram incluidas
para investigar o comportamento dos filmes de forma mais detalhada. Houve uma
reducdo no teor de cristalinidade das amostras como resultado do aumento da
concentragdo do agente reticulante as membranas. Conforme mencionado
anteriormente, esta observagao esta de acordo com o comportamento esperado, uma vez
que a reticulagdo do PVA pelo GA promove o afastamento das cadeias poliméricas e
reduz sua mobilidade segmental, impedindo o polimero de se organizar na unidade

cristalina caracteristica (PARK et al., 2001).
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Figura 5. 11: Curvas de DSC para as membranas de PVA reticuladas pelo glutaraldeido a 40°C. a)
PVA, b) GA/PVA =0,0022, c) GA/PVA =0,0044, d) GA/PVA = 0,0132, e) GA/PVA = 0,044, f)

Visando quantificar ¢ comparar as modificagdes nas propriedades térmicas das
membranas com a variagdo da concentragdo de glutaraldeido, o comportamento dos
parametros de calorimetria exploratoria diferencial com a razdo molar GA/PVA foi

analisado. Na Figura 5. 12, pode-se visualizar a variagdo da temperatura de transi¢ao
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Figura 5. 12: Temperatura de transicéo vitrea em funcéo do teor de GA para as membranas de

A T, alcan¢a um valor maximo para a amostra com razio molar entre GA ¢ PVA de

0,013. Nesta condi¢do, o acréscimo ¢ de 10°C em rela¢do & membrana ndo modificada.
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Este comportamento pode ser explicado pela perda de mobilidade segmental das cadeias
do polimero devido & reacdo intermolecular com o glutaraldeido. Entretanto, para
concentragdes de GA maiores, o decréscimo na temperatura de transi¢do vitrea reflete a
ocorréncia de outro mecanismo para a reacdo, que corresponde a ramificagdo do PVA
ou a reacao entre as moléculas do GA, o que impede o empacotamento das cadeias

poliméricas e, conseqiientemente, aumenta a distdncia entre as mesmas.

Os comportamentos da temperatura e da entalpia de fusdo das membranas com o
aumento da concentragdo de glutaraldeido sdo apresentados na Figura 5. 13. O aumento
da concentracdo de glutaraldeido nos filmes diminuiu ambos os parametros,
confirmando que a reagdo do PVA com o GA reduz a cristalinidade do polimero. Em
outras palavras, a adicdo de GA a solucdo polimérica aumenta a distancia entre as
cadeias, quer o polimero seja reticulado ou ramificado, o que torna dificil a organizagao
do PVA em estruturas cristalinas (PARK et al., 2001). Estes resultados comprovam a

analise de termogravimetria e o inchamento em agua.
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Figura 5. 13: Entalpia e temperatura de fusdo em fung¢éo do teor de GA para as membranas de
PVA preparadas a 40°C.

As mudangas na estrutura quimica do PVA foram investigadas através de espectroscopia no

infravermelho. As amostras foram lavadas em &4gua destilada para remover algum
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glutaraldeido ndo reagido presente na estrutura. Os resultados obtidos sdo apresentados na
Figura 5. 14 e o perfil tipico de absor¢do do PVA pode ser reconhecido: uma banda de
absorgdo em torno de 3315 cm relacionada ao estiramento do grupo hidroxila, dois picos,
em 2940 e 2898 cm’, correspondentes ao estiramento assimétrico e simétrico dos grupos
metilénicos, respectivamente, ¢ outra banda a 1090 cm'l, atribuido ao estiramento da

ligagdo C — O (XIAO et al., 2006).

Uma andlise quantitativa dos espectros de infravermelho foi conduzida para
averiguar a efetividade da reticulacdo entre o PVA e o GA através da estrutura dos
produtos formados. Desta forma, as absorbancias das amostras a 3315 (grupos
hidroxila), 1718 (grupos aldeido), e 1097 cm’ (grupos acetal) foram tomadas e os
quocientes entre estes valores ¢ a absor¢do a 2940 cm™ (grupos metilénicos) foram

usados como indicativo da quantidade relativa destes grupos nas membranas.

100

80 +

60 +
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Figura 5. 14: Espectro no infravermelho das membranas de PVA reticuladas pelo glutaraldeido a
40°C. a) PVA né&o modificado, b) 0,0044, c) GA/PVA = 0,044, d) GA/PVA = 0,44,

Na Figura 5. 15, sdo apresentados os valores da razao entre a absorc¢ao a 3315 e 2940
cm™ em fungdo do teor de glutaraldeido nos filmes. Observou-se um decréscimo na
quantidade relativa de ions hidroxila para razdo molar GA/PVA menor que 0,1,

conforme esperado, pois estes grupos sdao consumidos durante a reacdo de
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reticulacao entre o polimero e o dialdeido. Entretanto, a amostra com maior teor de
glutaraldeido ndo apresentou a menor quantidade relativa de grupos hidroxila,
indicando que outro tipo de reacdo ocorreu nesta amostra. Talvez a maior
concentracdo do agente reticulante tenha favorecido a reagdo entre as moléculas do

GA.
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0,54
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T — T — T
1E-3 0,01 0,1
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Figura 5. 15: Relacdo entre as absorbancias dos grupos hidroxila e metilénicos, indicando a
guantidade relativa de grupos hidroxila com o aumento da concentragéo de glutaraldeido nas
membranas de PVA

O acompanhamento da quantidade relativa dos grupos aldeido com o aumento da
adicdo de GA as membranas de PVA ¢ apresentado na Figura 5. 16. Conforme
esperado, a adicdo do dialdeido as membranas promove um aumento da
concentracdo destes grupos até uma razdo GA/PVA de 0,1. Observou-se que este
acréscimo nao foi linear de 0,0022 a 0,0044, indicando um consumo provavel dos
grupos —CHO na outra extremidade da molécula, evidenciando a reticulagdo efetiva
do polimero. Para valores maiores que 0,1, a diminui¢do da concentracdo de
aldeidos livres deve estar ligada a polimerizacdo do glutaraldeido, ja que esta

espécie ¢é bastante reativa (MIGNEAULT et al., 2004).

O monitoramento do teor relativo de grupos acetal com o acréscimo de glutaraldeido

as membranas ¢ apresentado na Figura 5. 17. Conforme esperado, a concentracdo
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maxima foi obtida para a amostra com razdo GA/PVA igual a 0,0044. Valores
maiores do glutaraldeido provocam uma modificagdo no mecanismo da reacdo,

favorecendo a reagdo entre as moléculas do dialdeido.
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Figura 5. 16: Relagdo entre as absorbancias dos grupos aldeido e metilénicos, indicando a
quantidade relativa de grupos aldeido em fun¢do do aumento da concentracgdo de reticulante nas
membranas de PVA.
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Figura 5. 17: Relagdo entre as absorbancias dos grupos acetal e metilénicos, indicando a quantidade
relativa de grupos acetal em func¢éo do aumento da concentracgéo de glutaraldeido nas membranas
de PVA.
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Para a amostra com GA/PVA de 0,44, observa-se um comportamento divergente das
demais, indicando que o mecanismo da reagdo neste sistema ¢ outro. Uma
investigacdo detalhada dos produtos formados para esta condicdo foge ao escopo
deste estudo, principalmente porque a membrana produzida apresentou inchamento

infinito em agua.

Com o objetivo de caracterizar a permeabilidade dos filmes produzidos em relagdo ao
oxigénio, testes de permeacdo em fase liquida foram conduzidos e os fluxos sdo
apresentados na Tabela 5. 4. A amostra cuja razdo GA/PVA ¢ de 0,0044 foi selecionada
para os testes, uma vez que apresentou o menor grau de inchamento em agua. A

espessura média dos filmes foi de 10 pm.

Tabela 5. 4: Fluxo de oxigénio em fase aquosa através das membranas de PVA.

Membrana* Fluxo de O, (kg/hm?)
PVA 1,4x 107
GA/PVA = 0,0044 51x10™

* Razdo entre GA e PVA em mol/mol.

Para a realizagdo dos ensaios, as membranas de PVA foram inseridas entre dois suportes
de microfiltracdo para evitar o rompimento das mesmas durante a homogeneizacdao do
sistema. As membranas de PVA nao modificado apresentaram aspecto de gel apds os
testes, ja que apresentam solubilidade em agua. J4 para o filme reticulado, houve uma
diminui¢do de 2,7 vezes no fluxo de oxigénio, indicando que o PVA foi efetivamente

reticulado pelo glutaraldeido em pH de 6,2.

5.5. Conclusao

A investigacdo da reticulagao do PVA por acido maleico e glutaraldeido em diferentes
condi¢des operacionais revelou que as propriedades das membranas obtidas variam
bastante. O acido maleico promove a estabilizagdo dos filmes em meio aquoso, com
remocdo da cristalinidade e aumento da resisténcia térmica. Entretanto, como ¢
necessdrio tratar as membranas a 150°C por 30 minutos, condi¢des mais amenas de

reticulacdo foram pesquisadas.
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A modificacdo do PVA pelo glutaraldeido na presenca de HCI revelou decréscimo da
hidrofilicidade e cristalinidade dos filmes, mas os hidrogéis formados apresentaram
pequena estabilidade em testes de permeacao de gases, muito provavelmente devido ao

papel plastificante da agua.

Por outro lado, a reagao entre o PVA e o GA na auséncia de catalise acida foi alcancada.
As membranas preparadas a 40°C, com pH de 6,2 ¢ razdo molar GA/PVA de 0,0044
apresentaram um inchamento em agua de 44%. A adicdo de mais moléculas de
glutaraldeido favorece a ramificacdo das cadeias do polimero, aumentando a
solubilidade dos filmes em agua devido a dificuldade de empacotamento das cadeias.
Os ensaios de analise térmica mostraram um aumento na estabilidade térmica das
membranas e uma diminui¢do da cristalinidade do polimero como resultado da
reticulagdo. O uso destas condi¢des torna possivel a fixacdo de biomoléculas no PVA
visando a sintese de biossensores ¢ membranas de transporte facilitado contendo

biotransportadores.
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Capitulo 6:
Imobilizacao da mioglobina e da
hemoglobina em poli(alcool vinilico)

através da reticulacdo com glutaraldeido

Neste capitulo, a imobilizacdo da mioglobina e da hemoglobina em filmes densos
de PVA através da reagdo com glutaraldeido € investigada. A incorporagao destes
biotransportadores em matrizes sélidas tem como objetivo estabilizar o sistema,
além de permitir o uso mais racional das proteinas, que sdo produtos de alto valor
agregado. Durante a etapa de sintese das membranas, as concentragbes do
dialdeido e do transportador foram estudadas, enquanto os efeitos do pH e da
temperatura na afinidade entre o par mioglobina/oxigénio foram avaliados em
testes de permeacdo de oxigénio em fase liquida. Os resultados indicaram que as
proteinas foram efetivamente retidas na matriz polimérica, com manutencédo da
estrutura nativa. Observou-se um aumento da afinidade entre o transportador e a
espécie de interesse, que foi atribuido a reacdo com o glutaraldeido e o PVA. O
transporte facilitado de oxigénio foi verificado para os filmes sem reticulante, com
fator de facilitagédo igual a 3.

6.1. Introducao

O oxigénio molecular consiste em uma matéria-prima para diversos processos, como os
metaltrgicos, quimicos, bioquimicos, além de aplicagdes mais nobres na area médica. A
separagdo de oxigénio do ar atmosférico requer o uso de uma grande quantidade de
energia para promover a destilagdo criogénica. Esta tecnologia ¢ bastante eficiente e
desenvolvida, de modo que poucas melhorias sdo esperadas para alcangar uma
economia energética significativa. Assim, a pesquisa por métodos alternativos para a
obtencdo de oxigénio puro ou ar enriquecido em oxigénio tem motivado os cientistas,

principalmente devido a demanda por este insumo (BAKER, 2002).

A necessidade de suprimento de oxigénio de modo regular e especifico remete aos

organismos aerobicos, em que estas propriedades foram alcangadas gracas ao
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desenvolvimento de um sistema circulatério e a aquisicdo de moléculas transportadoras
de O, (VOET et al., 2000). De fato, a eficiéncia e harmonia observadas nos mecanismos
biologicos tém inspirado os pesquisadores a fim de aumentar o desempenho de
processos. Em relagdo ao transporte de oxigénio, a procura por substitutos do sangue,
expressdo erroneamente atribuida a substidncias capazes de aumentar a taxa de
fornecimento de oxigénio, sem considerar as inimeras outras fungdes desempenhadas
pelo sangue, impulsionou as pesquisas a respeito da estrutura e da dindmica molecular
das hemoproteinas, sobretudo da hemoglobina. Como resultado, as principais classes de
sangue artificial baseiam-se em compostos organofluorados, em que a solubilidade do
oxigénio ¢ elevada, e derivados da hemoglobina, explorando a engenharia bioquimica
da natureza na evolugdo de espécies para garantir a ligacdo reversivel com o O,

(CHANG, 1993).

Embora a hemoglobina se configure como o substituto natural do sangue, tendo em
vista o conhecimento adquirido ao longo do tempo em relagdo a sua estrutura,
propriedades e mecanismo de complexacdo e descomplexacdo com o oxigénio
molecular, aliada a possibilidade de sintese em grande escala por meio da tecnologia
recombinante, a utilizagdo da proteina fora dos eritrocitos ¢ bastante toxica ao
organismo, especialmente para os rins. Fora dos glébulos vermelhos, o tetramero se
dissocia em dimeros af}, capazes de permear através dos rins, 0 que causa inimeros
problemas, como a obstru¢do dos tibulos renais e modificagdo da pressdo oncotica.
Além disso, a proteina livre dos eritrécitos possui afinidade muito maior pelo oxigénio,
0 que inviabiliza a etapa de descomplexacdo, especialmente na auséncia de efetores
alostéricos como o 2,3-difosfoglicerato, no caso da hemoglobina humana (RIESS,

2001).

Como alternativa, a hemoglobina tem sido modificada para aplicacdes como sangue
artificial. Os métodos empregados sdo a reticulagdo e o encapsulamento. No
encapsulamento, as moléculas de proteina sdo aprisionadas em vesiculas ou lipossomas
fosfolipidicos (ATOJI et al., 2006) ou em capsulas preparadas a partir de polimeros
biodegradaveis (ZHAO et al., 2007). Ja a reticulagdo pode ser subdividida em
polimerizacdo — que, na realidade consiste na formacdao de oligdbmeros—, em que
agentes bifuncionais sdo usados para promover a ligacdo entre até 5 moléculas da

proteina, hemoglobina conjugada, em que a ligacdo ¢ feita em polimeros, e a
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hemoglobina reticulada intramolecularmente (RIESS, 2001), conforme esquematizado

na Figura 6. 1.
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Hhb - fosfata de piridaxal Hb reticuladas
Dialdeida Palialdeido

Hb polimerizada

Hb modificada por PEG
-
/

Hb modificada por fosfato de piridoxal

Hb jugad li
conjugacda com poimerns e palimerizada por PEG

Figura 6. 1: Principais modificacfes efetuadas na hemoglobina para utilizagdo como sangue
artificial (RIESS, 2001).

Hemopure e PolyHeme sdao nomes comerciais de substitutos do sangue desenvolvidos a

partir da reagcdo de hemoglobinas bovina e humana com o glutaraldeido. Os fabricantes

nao revelam detalhes do procedimento utilizado para a sintese destes produtos, que ja se
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encontram em fase de testes clinicos pelas agéncias reguladoras (RIESS, 2001).
Entretanto, a necessidade de avaliar as modifica¢des decorrentes da oligomerizagdo da
proteina tem estimulado as pesquisas a respeito da reagdo entre a hemoglobina e o
glutaraldeido (BUEHLER et al., 2005, EIKE ¢ PALMER, 2004, ALAYASH et al.,
2001). A julgar pela relevancia e abrangéncia da aplicacdo do sangue artificial e o
estagio atual das pesquisas, pode-se inferir que a aprovacdo formal pelos orgdos
responsdveis dos transportadores de oxigénio baseados em hemoglobina ainda

demandara alguns anos.

Vale destacar, porém, que a utilizagdo do conhecimento adquirido no desenvolvimento
de substitutos do sangue pode ser realizada em outras areas que ndo requeiram a
observacao de tantas restrigdes, como no desenvolvimento de guelras artificiais. Estes
dispositivos devem ser compactos e capazes de fornecer oxigénio proveniente da dgua e

eliminar CO; do ar de forma rapida.

Inicialmente, AYRES (1966) ¢ BODEL (1967) propuseram o uso de borracha de
silicone como material da membrana. YANG e CUSSLER (1989) conseguiram manter
animais de pequeno porte por alguns dias utilizando fibras ocas microporosas de
polipropileno para favorecer as trocas gasosas. Entretanto, os proprios autores relataram
a dificuldade de manter um mergulhador com suprimento adequado de oxigénio

utilizando os médulos disponiveis.

A adicdo de transportadores de oxigénio as membranas foi investigada para aumentar a
seletividade da permeacdo. Visando estabilizar as membranas liquidas suportadas,
BONAVENTURA ¢ BONAVENTURA (1982) patentearam um método de
imobilizacao da hemoglobina em matrizes de poliuretano hidrofilizado. A afinidade do
biotransportador pelo oxigénio foi regulada através de mudancas no pH, que tornaram
bastante trabalhosa a etapa de descomplexacdo. Mais recentemente, Nagase e
colaboradores tém avaliado o uso de solu¢des concentradas de hemoglobina para a
aplicacdo em guelras artificiais. Nestes sistemas, a afinidade da proteina pelo oxigénio
vem sendo controlada pela adi¢do de agentes alostéricos, como o inositol hexafosfato,
[HP, bem como varia¢des no pH e na temperatura das solugdes. Os testes experimentais
indicam que a redugdo do pH, conforme apresentado na Figura 6. 2, ¢ a elevagdo da

temperatura, cujo comportamento ¢ ilustrado na Figura 6. 3, favorecem a liberagao de
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oxigénio da oxihemoglobina, com deslocamento da curva de saturacao do soluto para a

direita (NAGASE et al., 2002).
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Figura 6. 2: Efeito da variacao do pH na afinidade da hemoglobina pelo oxigénio (NAGASE et al.,
2002).
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Figura 6. 3: Efeito da variacdo da temperatura na curva de dissocia¢do do oxigénio molecular da
hemoglobina (NAGASE et al., 2002).
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Como a temperatura mostrou-se mais efetiva no controle da afinidade entre a
hemoglobina e o oxigénio, dada a maior amplitude em que sua variacdo ndo ¢ deletéria
a estrutura do biotransportador, as etapas de complexacdo e descomplexagdo foram
realizadas a 20 ¢ 37°C, ou seja, 293 e 310 K, respectivamente, utilizando a montagem
experimental ilustrada na Figura 6. 4. O fator de facilitagdo observado para a etapa de
complexacao foi de 3, enquanto na descomplexacdo foi igual a 16 (NAGASE et al.,
2003).
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Figura 6. 4: Esquema da montagem experimental utilizada nos testes de guelras artificiais
utilizando solug¢des de hemoglobina concentrada como transportador de oxigénio (MATSUDA et
al., 2001).

Os resultados obtidos foram animadores, mas a utilizacdo destes dispositivos para
manter o suprimento de oxigénio necessdrio a um homem adulto requer uma area de
troca de 64 m’ (NAGASE et al., 2003). Além disso, o uso de modulos miniaturizados
compostos por fibras ocas de polipropileno recobertas por silicone reflete o elevado
valor agregado da hemoglobina, bem como sua instabilidade em relacdo a autoxidacao,

evidenciando a inviabilidade comercial destes sistemas atualmente.

Tendo em vista a necessidade de conhecimento dos efeitos da oligomerizacdo da
hemoglobina pelo glutaraldeido para o desenvolvimento de substitutos do sangue e da

determinagdo das condi¢des operacionais que modifiquem a afinidade da proteina pelo
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oxigénio, observa-se que a sintese de membranas de transporte facilitado utilizando
biotransportadores de O, ¢ um tema de pesquisa atual e relevante, que pode trazer

beneficios diretos a outras areas de aplicacao.

6.2. Objetivo

O objetivo desta etapa do trabalho foi estudar a imobilizagdo da mioglobina ¢ da
hemoglobina em filmes de poli(alcool vinilico), via reagdo com o glutaraldeido, para a
sintese de membranas de transporte facilitado de oxigénio. A incorporacdo destes
biotransportadores em matrizes solidas apresenta a vantagem de propiciar uma
utilizagdo mais racional das proteinas através do preparo de filmes pouco espessos, o
que reduz consideravelmente a quantidade de transportador requerida. Por outro lado, a
instabilidade associada a evaporacdo do solvente das membranas liquidas ¢ solucionada
nesta nova configuracdo. Além disso, o uso da proteina imobilizada em um suporte
solido permite a realizag¢do das etapas de complexagdo e descomplexacdo em um Unico

estagio, tornando o sistema mais compacto.

As variaveis investigadas na etapa de sintese das membranas foram a concentragdo e o
tipo do biotransportador, bem como o teor de glutaraldeido, usado tanto para promover
a reticulagdo do poli(alcool vinilico), como para efetuar a ligagdo entre a proteina e a
matriz polimérica. Durante a etapa de permeacdo, avaliou-se os efeitos do pH da
alimentacdo e do permeado e da temperatura do sistema na afinidade entre o par
transportador/soluto, visando maximizar a eficiéncia da separacdo. Curvas de
dissociacao do oxigénio da mioglobina imobilizada em PVA foram determinadas com o
objetivo de inferir a respeito de possiveis modificagdes nas propriedades da mioglobina

provenientes da rea¢do com o glutaraldeido.
6.3. Materiais e métodos

6.3.1 Materiais

Os reagentes usados foram o poli(alcool vinilico), PVA (Aldrich, com massa molar
média entre 85.000 e 146.000 Da, 99% hidrolisado), glutaraldeido, GA (Aldrich,

solugdo 50% em massa), mioglobina eqiiina, Mb (Aldrich, teor minimo de 90%) e
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hemoglobina de sangue bovino, Hb (Fluka, teor minimo 95%). Em todos os testes,

utilizou- se agua destilada, deionizada e microfiltrada.

6.3.2. Preparo das membranas

As membranas de PVA contendo mioglobina e hemoglobina foram preparadas
conforme descrito no Capitulo 5, sendo que a adi¢do do transportador foi efetuada antes
do agente reticulante. Ap6és homogeneizacao da solucdo e transferéncia para uma placa

de petri de poliestireno, o sistema era seco a 40°C por cerca de 15 horas em estufa.

As variaveis investigadas foram o tipo e a concentracdo do transportador (mioglobina e
hemoglobina, nas formas oxidada, Fe3+, e reduzida, Fe%), bem como o teor de
glutaraldeido. O método utilizado para promover a redugdo do ferro das hemoproteinas,
baseado na reacdo com ditionito e posterior eluicdo em coluna contendo a resina

Sephadex G25 para purificacdo, foi exposto no Capitulo 4.

6.3.3. Caracterizacdo das membranas

Com o objetivo de caracterizar as membranas, foram realizados testes de inchamento
em agua e espectroscopia UV-visivel (Shimadzu, UV mini 1240), conforme descrito no
Capitulo 4 para as membranas densas integrais. A andlise térmica dos filmes foi
avaliada por meio de ensaios de calorimetria exploratéria diferencial, DSC (Perkin
Elmer, DSC7), e termogravimetria, TGA (Perkin Elmer, TGA7), seguindo o
procedimento apresentado no Capitulo 5. Para averiguar as modificagdes na estrutura da
membrana, os espectros no infravermelho (FTIR, Perkin Elmer, 1720X) determinados

de acordo com o procedimento detalhado no Capitulo 5.

6.3.4. Testes de desempenho

A avaliagcdo do desempenho das membranas em relacdo ao transporte de oxigénio foi
realizada em fase liquida, por meio da célula de didlise apresentada no Capitulo 4. Este
procedimento foi adotado devido a baixa permeabilidade dos filmes hidrofilicos de
PVA aos gases atmosféricos e ao aumento da especificidade do método com a utilizagao

de um sensor de oxigénio dissolvido no permeado.
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Os filmes foram inseridos entre duas membranas de microfiltracdo de acetato de
celulose (Millipore), com didametro médio de poros igual a 0,45 um e porosidade igual a
30%, antes do inicio dos ensaios, visando aumentar a resisténcia mecanica das

membranas densas integrais de PVA.

Nos testes de desempenho, variou-se tanto o pH como a temperatura do sistema com o
intuito de modificar a afinidade das biomoléculas pelo oxigénio, alterando as taxas de
complexacdo e de descomplexacdo. As modificacdes no pH do permeado foram
efetuadas borbulhando-se CO,, ao invés de N,, para promover a desoxigena¢do do meio
antes do inicio dos testes. Para avaliar os efeitos da temperatura de 40°C, a célula de

dialise foi transferida para um banho térmico, onde os ensaios foram realizados.

6.3.5. Testes de afinidade pelo oxigénio

Com o objetivo de verificar as mudangas na afinidade entre as proteinas e o oxigénio
em decorréncia da imobilizagdo das primeiras em filmes de PVA, as curvas de afinidade
foram determinadas. O método estatico desenvolvido consistiu em transferir uma
amostra de 2 por 0,4 cm para a cubeta do espectrofotometro. Em seguida, adicionou-se
agua e o sistema foi fechado para a atmosfera, sendo que uma entrada e uma saida de
gases foram construidas na tampa de vedagdo. Misturas gasosas com diferentes
composi¢des, ou seja, nitrogénio puro (White Martins), O,/N, de 5:95, 10:90 e 15:85
em massa (Linde), ar comprimido e oxigénio puro (Aga), foram borbulhadas na cubeta

por um periodo superior a 2 horas.

Uma vez alcangado o equilibrio, o sistema era completamente vedado e os espectros na
regido do visivel eram determinados. As intensidades de absor¢do nos picos
caracteristicos das formas oxi e desoxi dos biotransportadores foram utilizadas para
quantificar as concentra¢des das formas oxi e desoxi das proteinas. Desta forma, foi
possivel inferir a respeito da afinidade entre o biotransportador e o oxigénio e avaliar o

formato da curva de dissociacao do O;.

6.4. Resultados e discussao

A imobilizacdo dos biotransportadores na matriz do PVA foi investigada através da

rea¢do com glutaraldeido, que ¢ um agente bifuncional capaz de reagir tanto com os
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grupos hidroxila do PVA quanto com as proteinas, embora a ligacao do dialdeido com
estas ultimas ndo seja especifica (BUEHLER et al., 2005, MIGNEAULT et al., 2004).
Porém, a eficdcia da imobilizacdo do transportador exige a utilizacdo de condigdes
reacionais mais amenas do que as da literatura, em que acidos minerais sao utilizados
para catalisar a reacdo do GA com o PVA (HYDER et al., 2006). Meios acidos sdo
bastante deletérios a estrutura da mioglobina eqiiina, como foi apresentado no Capitulo
3. Considerando a restricdo no pH do meio, a sintese das membranas foi realizada
utilizando soluc¢des aquosas, com pH igual a 6,2 + 0,1, de acordo com o procedimento

estabelecido no Capitulo 5.

Como a mioglobina possui uma estrutura relativamente mais simples que a
hemoglobina e foi estudada com maior detalhamento neste trabalho, os testes iniciais
foram realizados com esta proteina, que possui apenas um sitio para a ligagdo com

oxigénio molecular, ndo apresentando propriedades alostéricas.

A imobilizagdo da mioglobina na membrana foi investigada inicialmente sem a reducdo
prévia do ferro presente no sitio ativo, ja& que o principal objetivo desta etapa era
estabelecer as condigdes em que a proteina fosse fixada na matriz polimérica. As faixas
de investigacdo da razdo entre o PVA e o GA foram determinadas a partir dos
resultados do Capitulo 5. Assim, o valor 6timo obtido para a reticulagdo do PVA pelo
GA, ou seja, razdo GA/PVA de 0,0044 mol/mol, consistiu no valor minimo a ser
empregado para a fixagdo da proteina. Por outro lado, o trabalho de EIKE ¢ PALMER
(2004) foi utilizado como referéncia para estabelecer a faixa inicial de investigacdo da

concentragdo de proteina, que foi de 1 a 3 vezes inferior a do glutaraldeido.

As membranas preparadas inicialmente revelaram concentragdes muito altas da
mioglobina e baixas do glutaraldeido, originando filmes heterogéneos e com elevada
solubilidade em 4gua. Entretanto, para membranas cuja razdo GA/PVA foi de 0,088
mol/mol, equivalente a 0,2 g/g, os filmes apresentaram aspecto homogéneo, com
inchamento moderado em agua. Uma vez fixada a concentracdo de GA, avaliou-se o
efeito da concentracdo de proteina nos filmes. Foram obtidas membranas com espessura
média de 30 um e uma coloragdo vermelha, caracteristica da oximioglobina, conforme

apresentado na Figura 6. 5.
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Figura 6. 5: Fotografia da membrana de PVA contendo mioglobina imobilizada através da reacéo
com GA.

Ainda em relagdo ao aspecto visual das membranas, observou-se que o aumento da
concentracdo de mioglobina resultou em filmes mais quebradigos, dificultando seu
manuseio. Para uma razdo Mb/PVA igual a 2, parece que o limite de incorporagdo da
proteina no polimero foi alcancado. Em outras palavras, a dificuldade de remover as

membranas intactas da placa comprometeu a etapa de caracterizacio.

Testes de inchamento em agua foram realizados para inferir a respeito da densidade de
reticulacdo dos filmes. Conforme mencionado anteriormente, os filmes de PVA nao
modificado s3o soluveis em agua e a reticulagdio ¢ um tratamento utilizado para
aumentar a estabilidade das membranas durante a aplicagdo das mesmas em fase
aquosa. Porém, existe uma concentracdo Otima de glutaraldeido para promover a
reticulagdo do PVA. Maiores concentracdes do agente reticulante promovem a
ramificagdo do polimero. A influéncia da adi¢do da mioglobina nas propriedades dos

filmes tratados com glutaraldeido pode ser visualizada na Tabela 6. 1.
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Tabela 6. 1: Resultados dos testes de inchamento em agua das membranas de Mb imobilizada em

PVA.
Amostra Razdo massica Inchamento (%)
PVA/Mb/GA
1 1:0:0,2 o0
2 1:0,2:0,2 o
3 1:0,4:0,2 19
4 1:0,9:0,2 2340
5 1:1,4:0,2 15+5
6 1:1,9:0,2 20+2

Considerando a amostra 1, ou seja, na auséncia de mioglobina, houve a dissolucao da
membrana em agua, confirmando os resultados apresentados no Capitulo 5, em que um
excesso de GA promove a ramificagdo das cadeias do PVA. Comparando-se as
amostras 2 e 3, observa-se que o aumento da concentracdo de mioglobina promoveu
uma reducdo no inchamento, indicio de que a ligagdo da proteina a cadeia polimérica
aumenta a densidade de reticulacdo. Entretanto, para concentracdes maiores do
transportador, ou seja, amostras 4, 5 e 6, ndo had variagdo consideravel no grau de
inchamento em agua. Em outras palavras, a densidade de reticulagdo maxima ja havia
sido alcan¢ada. E interessante observar que o inchamento das membranas contendo
mioglobina foi de 19% em média, o que ¢ mais de duas vezes menor que o melhor
resultado obtido para a reticulagdo do PVA com GA no Capitulo 6, 44%, mostrando que

a adi¢do da mioglobina reduz o volume livre entre as cadeias do polimero.

Vale ressaltar que ndo foi verificada a extragdo da mioglobina dos filmes para a fase
aquosa durante os testes, o que comprova a efetividade da imobilizagdo da proteina. O
comportamento das membranas frente aos testes de inchamento revelou que a
mioglobina foi incorporada aos filmes de PVA na auséncia de catalise acida, usando pH
6,2, condi¢do muito mais branda do que as relatadas na literatura (VIDAL et al., 1999),

0 que representa uma vantagem significativa em relagdo a outros métodos.
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Uma vez caracterizado o pequeno inchamento das membranas em fase aquosa,
investigou-se a forma fisiologica da mioglobina presente nos filmes através da
espectroscopia no UV-visivel. Esta andlise foi motivada porque a cor vermelha dos
filmes no final da etapa de secagem contrastou com o marrom, caracteristico da
metamioglobina (Fe’") usada nos testes. A amostra 1, membrana sem mioglobina, foi

usada como referéncia. Os resultados sdo apresentados na Figura 6. 6.

Absorgédo

Absorcao

Figura 6. 6: Espectros de absorcao no visivel das membranas de PVA contendo Mb imobilizada. A
designacao de 2 a 6 corresponde as amostras apresentadas na Tabela 6. 1.

Os espectros mostram a presen¢a da mioglobina nos filmes, embora haja deslocamento
da linha de base, provavelmente devido ao fato de termos utilizado filmes solidos para a
analise com variagdes locais na espessura. Além dos picos na regido do Soret (409 a
434 nm), houve absor¢dao também em torno de 535 e 580 nm, conforme destacado no
detalhe da Figura 6. 6, indicando que ha oximioglobina nas membranas, além da
metamioglobina original, com pico mais brando a 630 nm. Este resultado ndo era
esperado e indica que as condigdes reacionais promoveram a reducao do ferro para seu
estado de oxidacao ferroso, biologicamente ativo. Portanto, o método empregado para a
imobilizacdo da mioglobina também provocou a ativacdo da proteina, permitindo a

complexagdo deste transportador com o oxigénio molecular. O procedimento de sintese

152



Capitulo 6: Imobilizagdo da Mb e da Hb em PVA através da reticulagdo com GA

da membrana torna-se bastante simplificado desta forma, uma vez que as etapas de

reducdo da proteina comercial e purificagdo podem ser evitadas.

Com o intuito de confirmar os resultados obtidos, a amostra 3 foi tratada com ditionito
de sodio, agente redutor de ferro, € com uma solugao de dgua oxigenada, para averiguar
a oxidacdo do transportador. No caso do tratamento com solu¢do aquosa de ditionito,
verificou-se que os espectros foram mantidos, o que reforca a hipdtese de que a proteina
jé estava com ferro ferroso na membrana. J4 a imersdo dos filmes em 4gua oxigenada
30% em volume provocou a degradacdo dos mesmos, inviabilizando a andlise

espectrofotométrica posterior.

A andlise térmica das membranas foi realizada por meio de ensaios de termogravimetria
(TGA) e de calorimetria de varredura diferencial (DSC), a fim de comparar o efeito da
adicdo de mioglobina nas propriedades das amostras. As curvas de TGA sao
apresentadas na Figura 6. 7. As curvas correspondentes as amostras 3, 4 e 5 ndo foram
incluidas na figura para efeito de clareza, j4 que ndo obtiveram comportamento

diferenciado.

A comparacdo das curvas a e b indica que a reticulacio do PVA pelo glutaraldeido
altera o perfil de degradacdo da membrana, que passa a apresentar apenas um estagio de
degradagdo. A adicao de mioglobina as membranas (curvas ¢ ¢ d) mantém a degradagao
em uma unica etapa e ainda aumenta a estabilidade térmica dos filmes. Assim, por
exemplo, a amostra 6 apresenta inicio de degradacdo térmica apenas em temperaturas
superiores a 350°C, semelhante ao perfil obtido para as membranas tratadas com acido
maleico, comprovando que a adi¢do da mioglobina ajudou a aumentar a densidade de

reticulacdo das membranas, resultando em uma maior resisténcia térmica do material.

As curvas referentes a andlise de DSC sdo apresentadas na Figura 6. 8. A curva a
corresponde @ membrana de PVA nao modificada. As demais curvas correspondem a
membranas com razao massica GA/PVA igual a 0,2 e com concentragdo crescente de

mioglobina.
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Figura 6. 7: Curvas de TGA das membranas de Mb imobilizada em PVA através da reacdo com
GA. a) Membrana de PVA néo modificada; b) Amostra 1 (sem mioglobina); ¢) Amostra 2
(PVA/Mb/GA = 1:0,2:0,2); d) Amostra 6 (PVA/Mb/GA = 1:1,9:0,2).

A temperatura de transi¢do vitrea, T,, ndo ¢ mais observada para as membranas de PVA
modificado, devido as modificagdes impostas pela reagdo com GA ou GA/Mb. Houve
também redugdo progressiva na entalpia de fusdo, que chegou a desaparecer a partir da
amostra e. Desta forma, os resultados de DSC indicaram que a adicdo da mioglobina
aos filmes de PVA via reagdo com glutaraldeido promoveu uma alteragdo significativa

no arranjo das cadeias do polimero, impedindo a organizagdo em estruturas cristalinas.

Considerados em conjunto, os resultados da analise térmica das amostras apontam para
uma mudanca significativa na forma com que as cadeias do PVA se empacotaram apds
a incorporacdo da mioglobina. H4 evidéncias de que a proteina tenha atuado como um
reticulante do polimero, diminuindo o volume livre e a hidrofilicidade das membranas,
outrora disponiveis para a adsor¢do ou absor¢do de moléculas de agua. Além disso, a
reacdo com o dialdeido e a proteina consumiu os grupos hidroxila responsaveis pela
formagéo de polienos a 250°C durante a etapa de degradagido do PVA, o que deslocou o
inicio da degradagéo para cerca de 350°C. Outra conseqiiéncia da redugdo de grupos —
OH livres foi o aumento de dominios amorfos no material, que deixou de se organizar

em estruturas cristalinas.
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Figura 6. 8: Curvas de DSC das membranas de Mb imobilizada em PVA através da rea¢do com
GA. a) Membrana de PVA néo modificada; b) Amostra 1 (sem mioglobina); c) Amostra 2
(PVA/Mb/GA = 1:0,2:0,2); d) Amostra 3 (PVA/Mb/GA = 1:0,4:0,2); e) Amostra 4 (PVA/Mb/GA =
1:0,9:0,2); f) Amostra 5 (PVA/Mb/GA = 1:1,4:0,2); g) Amostra 6 (PVA/Mb/GA =1:1,9:0,2).

Com o objetivo de caracterizar as modificagdes quimicas nas membranas preparadas, as
amostras foram submetidas a espectroscopia de infravermelho. Para avaliar
adequadamente os resultados, os espectros da mioglobina e da membrana de PVA nao
modificada foram determinados. Os resultados sdo apresentados na Figura 6. 9. As
curvas obtidas para as amostras 3, 4 e 5 foram suprimidas do gréfico para aumentar a

clareza, ja que nao fornecem informagdes diferentes das demais.

A curva de FTIR para a mioglobina indica dois picos caracteristicos de absorc¢ao das
proteinas, denominados amida I, de 1615 a 1700 crn'l, e amida II, de 1650 a 1515 cm’!
(SILVERSTEIN et al., 1991). As maiores intensidades de absor¢do foram observadas a
1652 ¢ 1544 cm™, assinalados através de setas na figura, da mesma forma que nas
membranas contendo a proteina imobilizada. Este resultado ¢ um indicio de que a
proteina manteve sua conformag¢do nativa ao ser incorporada nos filmes, uma vez que a
absorgdo a 1652 cm™ ¢ caracteristica de proteinas o-helicoidais como a mioglobina
(SUREWICZ et al., 1993, WANG et al., 2004). Uma breve revisdo a respeito da
utilizagdo do FTIR como ferramenta para determina¢do da estrutura secundaria de

biomoléculas ¢ apresentada no Anexo 4.
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Figura 6. 9: Espectros de FTIR de transmissdo das membranas de mioglobina imobilizada em PVA.
a) Mioglobina comercial; b) Membrana de PVA ndo modificada; ¢c) Amostra 1 (PVA/GA = 1:5, sem
mioglobina); d) Amostra 2 (PVA/Mb/GA = 1:0,2:0,2); ) Amostra 6 (PVA/Mb/GA =1:1,9:0,2).

Visando caracterizar o transporte de oxigénio através destas membranas, testes de
permeagdo foram realizados em uma célula de didlise. Os fluxos de O, em cada uma das
membranas sdo apresentados na Figura 6. 10. Os desvios foram inferiores a 10% em
todos os ensaios. Vale destacar que os fluxos correspondentes a membrana impermeavel
e ao suporte foram acrescidos na figura como referéncia. O teste com a membrana
impermeavel refere-se a utilizagdo de uma membrana metalica, usada para verificar a
qualidade de isolamento do permeado, ja que a dissolugdo do oxigénio proveniente da

atmosfera pode alterar os resultados.

Como as membranas foram sintetizadas com espessura média de 30 pm, dois suportes
microfiltracdo foram usados para fornecer resisténcia mecanica ao sistema. O teste
assinalado como “‘suporte” corresponde, portanto, a verificagdo do fluxo de oxigénio

através destas membranas porosas, sem filmes de PVA no seu interior.
A comparacdo dos resultados obtidos para as membranas mostrou que o inchamento do

PVA nio modificado em fase aquosa ¢ tdo grande que o fluxo de oxigénio ¢ igual ao

fluxo do suporte, indicando que o filme polimérico ndo ofereceu resisténcia extra a
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permeacao. Para a amostra 4, porém, o fluxo foi ligeiramente inferior aquele observado
para o suporte, indicando que ndo houve transporte facilitado de oxigénio, mas apenas

difusdo simples através das cadeias do polimero reticulado.
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Figura 6. 10: Fluxos de oxigénio em fase aquosa através das membranas. a) Membrana
impermeavel; b) Suportes; ¢) Membrana de PVA ndo modificada; d) Amostra 4 (PVA/Mb/GA =
1:0,9:0,2), ) Membrana de PVA com Mb 1:0,9 sem GA.

Ainda na Figura 6. 10, apresenta-se o fluxo de oxigénio para uma membrana preparada
nas mesmas condigdes que a amostra 4, ou seja, razdo massica Mb/PVA igual a 0,9,
mas sem reticulacdo com GA. Observa-se um fluxo inicial cerca de trés vezes maior
para o oxigénio através desta membrana, indicando que houve transporte facilitado de
oxigénio. Entretanto, o elevado inchamento do polimero provocou a extracdo da
proteina da membrana para a fase liquida, reduzindo o fluxo de oxigénio ao longo do

experimento.

Estes resultados confirmam o fato de que, apesar de a mioglobina apresentar uma
afinidade mais elevada pelo oxigénio que a hemoglobina, ela é capaz de atuar como
transportador de oxigénio. Outro aspecto que deve ser ressaltado ¢ que a observagao do
transporte facilitado em testes realizados com trés diferentes membranas valida o

método utilizado para verificar o transporte de oxigénio.
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Uma possivel explicagdo para justificar a auséncia de transporte facilitado nas
membranas com glutaraldeido ¢ a ocorréncia de alteracdo estrutural provocada pela
rea¢do. Embora haja indicios de que a proteina esteja na forma ativa e tenha mantido
sua conformagao original, como verificado pelas analises espectrofotométricas, a reagdo
pode ter aumentado a afinidade da proteina pelo oxigénio, o que inviabilizou a
descomplexacdo entre o transportador e o soluto. Cabe destacar que a polimerizagao (ou
melhor, oligomerizacdo) da hemoglobina com o glutaraldeido no preparo de substitutos
do sangue também provoca o mesmo deslocamento da curva de dissociacdao do oxigénio

para a esquerda (BUEHLER et al., 2005).

Para averiguar a curva de dissociagdo de oxigénio da mioglobina imobilizada em PVA,
misturas de O, e N, em diferentes propor¢des foram borbulhadas em solugdes aquosas
contendo amostras das membranas. Os espectros no visivel dos filmes apo6s alcangarem
equilibrio com o sistema sdo apresentados na Figura 6. 11. Nestes testes, esperava-se
que o contato das membranas com nitrogénio puro ou misturas gasosas com baixas
concentragdes de oxigénio favorecesse a descomplexacdo, indicando a concentragdo

limite de oxigénio tolerada no permeado.
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Figura 6. 11: Espectros no visivel da amostra PVA/Mb/GA = 1:0,9:0,2 apds contato com misturas
O,/N; em diferentes proporgdes.
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A analise da figura revela que ndo houve alteracao nos espectros com a diminui¢do da
concentragdo de oxigénio em contato com as membranas. As setas indicam o
comportamento esperado, ou seja, redugdo da absorcao a 540 e 580 nm e aumento da
absor¢do a 556 nm, caracteristico da desoximioglobina. Estes resultados corroboram os
testes de permeacdo e indicam que a incorporacao da proteina no filme provocou uma
reducdo ou mesmo perda na reversibilidade da reacdo de complexacdo da proteina com

0 oxigénio.

Como alternativa, o pH da fase aquosa correspondente ao permeado nos testes de
permeacao foi reduzido, através do borbulhamento de CO, no compartimento
especifico. O pH da alimentagdo e do permeado durante os ensaios foi de 6 e 5,
respectivamente. Entretanto, o transporte facilitado de oxigénio ndo foi observado. A
realizagdo de testes a 40°C também foi investigada, porém, sem observa¢do do

transporte facilitado de O.

Novas membranas foram preparadas utilizando a mioglobina previamente reduzida,
para eliminar a possibilidade de a reducdo da proteina estar causando alteragdes
significativas no sitio ativo da mesma. Entretanto, esta alteragdo nao foi suficiente para
promover a liberacdo do oxigénio para o permeado e o fluxo foi inferior ao do suporte

de microfiltragao.

A utilizagdo da hemoglobina como transportador foi efetuada devido ao fato de a
proteina apresentar menor afinidade pelo oxigénio que a mioglobina. Desta forma,
foram preparadas membranas com a proteina na forma férrica, nas mesmas
concentragdes empregadas anteriormente, ou seja, razdo proteina/PVA de 2 g/g. Testes
preliminares revelaram que a solubilidade em dgua da proteina tetramérica ¢ muito
inferior a da mioglobina. Como alternativa, solu¢des tampdo fosfato pH 7 na

concentragdo de 10 mM foram utilizadas para favorecer a dissolugao.

Com o intuito de avaliar a estrutura e a pureza da hemoglobina, espectros no visivel
foram determinados para as formas metahb, oxihb e desoxihb. Os resultados foram
muito semelhantes aos apresentados no Capitulo 3 para a mioglobina. Desta forma, a

sintese de membranas de PVA contendo a hemoglobina como transportador por meio da
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reacdo com glutaraldeido foi investigada. As principais observacgdes sao apresentadas na

Tabela 6. 2.

Tabela 6. 2: Membranas contendo hemoglobina imobilizada em PVA através da reacdo com
glutaraldeido.

Sistema Condi¢ao Observagao
PVA/Hb(Fe')/GA . .
1 1:1:02 ¢ 1:1,5:0,2 Filmes heterogéneos.
PVA/Hb(Fe')/GA .
2 1:0.5:0.2 € 1:0.25:0.2 Membranas homogéneas. Inchamento elevado.
paz
3 PVA/E S(SF ?) 2)/ GA Filmes heterogéneos. Sem transporte facilitado.
PVA/Hb(Fe™")/ GA Membrana homogénea. Proteina extraida para a
4
1:0,5:0,02 fase aquosa.

Os resultados indicaram que as quantidades de hemoglobina e de glutaraldeido
precisam ser otimizadas para o preparo da membrana. A adi¢do da hemoglobina aos
filmes ¢ bastante limitada pela solubilidade da mesma em fase aquosa. Por outro lado, a
diminuicdo da quantidade da proteina aumenta muito o inchamento da membrana. Outra
observacao importante foi a velocidade da reacdo do glutaraldeido com a Hb. A reagdo
ocorre instantaneamente, com formacdo de aglomerados da proteina, revelando que
houve desnaturagdo da mesma. Isso comprometeu bastante a homogeneidade dos
filmes. Como alternativa, as solugdes de espalhamento foram filtradas antes de serem

transferidas para a placa de petri, sem sucesso.

Nao se observou a reducgdo do ferro durante a etapa de sintese das membranas contendo
Hb, que apresentaram aspecto marrom. Para os sistemas em que a proteina foi reduzida
previamente, ndo foi possivel quantificar o transporte facilitado de oxigénio, mesmo
com as alteragdes de pH e da temperatura, indicando que mais estudos devem ser
conduzidos de modo a esclarecer como a rea¢do com o dialdeido afeta a afinidade da
proteina pelo oxigénio. Conforme relatado por BUEHLER et al. (2005), ha evidéncias
de que a reacdo com GA seja distante da cavidade hidrofobica da hemoglobina, mas
ainda assim parece haver uma transmissdo de informagdes ao longo da cadeia

polipeptidica que aumenta a afinidade da proteina pelo oxigénio.
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6.5. Conclusao

A incorporacao da mioglobina e da hemoglobina em filmes de PVA através da reacao
com o glutaraldeido foi alcangada com sucesso. Em particular, a adicdo da mioglobina
aos filmes reduziu o inchamento das membranas em 4gua e aumentou
significativamente a estabilidade térmica do material, indicando que houve aumento na
densidade de reticulacdo do polimero. As condi¢des de sintese das membranas
promoveram a redu¢do do ferro da metamioglobina, o que permitiu a imobilizagdo da

oximioglobina no filme hidrofilico.

As andlises espectroscopicas de infravermelho e no visivel indicaram a manutengao da
estrutura secunddria da proteina mesmo apos a imobilizacdo. Testes de permeagdo, por
outro lado, revelaram que a afinidade da proteina pelo oxigénio ¢ bastante elevada,
comprometendo o transporte do soluto. Modifica¢des nas condi¢des operacionais e na
sintese da membrana evidenciaram a dificuldade em promover a descomplexagdo.
Entretanto, na auséncia de agente reticulante, observou-se um fator de facilitagdao de 3
para o oxigénio, comprovando que a efetividade do transporte depende de melhorias na

metodologia de sintese das membranas.
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Conclusdes e sugestdes para trabalhos

futuros

Este capitulo consiste na descricdo das conclusfes do trabalho. Em seguida,
algumas perguntas ainda sem resposta sdo apresentadas como sugestdes para
trabalhos futuros.

7.1. Concluséao

A sintese de membranas de transporte facilitado de oxigénio utilizando
biotransportadores imobilizados em matrizes poliméricas foi investigada neste trabalho,
tendo em vista a necessidade de utilizacdo de ar enriquecido em oxigénio ou oxigénio
puro em diversas aplicacdes. A originalidade do trabalho consistiu na imobilizagdo de
hemoproteinas como a hemoglobina e, principalmente, a mioglobina em matrizes
solidas hidrofilicas visando a estabilizagdo do sistema. A utilizacdo destas proteinas
como transportadores de O, se justifica pela comprovada eficiéncia da cadeia
polipeptidica na protecdo do grupo prostético hemo contra a autoxidacdo, aumentando a

vida util da biomolécula.

Na primeira etapa do trabalho, a estabilidade conformacional da mioglobina eqlina
comercial foi avaliada através da dissolucdo da proteina em diversos solventes
organicos, visando a sintese de membranas poliméricas. Os espectros no visivel e de
dicroismo circular revelaram que os solventes polares préticos sao mais adequados para
manter a estrutura secundaria da proteina. Em particular, solu¢des aquosas de glicerol e
etileno glicol na proporc¢do de 1:1 apresentaram desempenho superior aos demais, pois

foi verificado um teor de a-hélices da biomolécula superior a 50%.
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Membranas de alginato de sodio foram avaliadas como matriz para a imobilizacdo da
mioglobina e revelaram que a estrutura da proteina permaneceu intacta. Entretanto, o
polissacarideo apresentou pouca estabilidade mecénica, o que justificou a escolha de um
suporte poroso de acetato de celulose para melhorar seu manuseio. A vantagem das
membranas compostas estd na possibilidade de controlar a espessura da camada
superficial, visando minimizar a resisténcia ao transporte no filme sélido. As analises de
microscopia eletrénica e 0s ensaios de inchamento mostraram elevada adesdao do
alginato ao material do suporte. Porém, a etapa de reticulagdo do alginato com ions
célcio e ferro (Fe®*) acelerou a oxidacdo da mioglobina. Na auséncia de reticulacdo, as
membranas apresentaram elevada solubilidade em &gua. Por outro lado, a
permeabilidade ao oxigénio foi pequena, dada a hidrofilicidade do material. Isto
impossibilitou a medigdo do transporte no sistema disponivel no laboratorio e motivou a
andalise da taxa de permeacdo em fase aquosa desde que os polimeros fossem reticulados

para aumentar a estabilidade neste meio.

A dificuldade em analisar as modificacOes sofridas pela proteina imobilizada na camada
superficial das membranas compostas sugeriu que, no estagio atual da pesquisa, a
sintese de membranas integrais era mais prudente, permitindo avaliar os efeitos das
varidveis nas propriedades da membrana de modo mais preciso. Entdo, optou-se por
investigar a imobilizacdo dos biotransportadores em membranas densas de PVA, uma

vez que os filmes deste polimero apresentam maior resisténcia mecénica.

Desta forma, a sintese de membranas de transporte facilitado de oxigénio foi
direcionada para a utilizacio do PVA como matriz polimérica, em que oS
biotransportadores seriam imobilizados para permitir o transporte de oxigénio em fase
aquosa, usando uma célula de dialise. Visando aumentar a estabilidade do polimero
neste meio, investigou-se a reticulacdo do PVA pelo glutaraldeido como alternativa, ja
que este dialdeido também tem sido usado para a polimerizagdo de hemoglobinas no
desenvolvimento de substitutos do sangue. Deve-se destacar, entretanto, que o desafio
consistiu em promover a estabilizacdo do polimero e a imobilizacdo das proteinas em
condic¢des operacionais suficientemente amenas para garantir a atividade bioldgica dos
transportadores no filme solido. As principais conclusdes do estudo sdo apresentadas a

sequir:
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a)

b)

d)

A reticulacdo do PVA pelo glutaraldeido na auséncia de catalisadores acidos
foi alcancada com sucesso. O tratamento do polimero, conduzido a 40°C, alterou
a estrutura quimica do mesmo e reduziu significativamente o inchamento dos
filmes em 4gua. A analise térmica indicou aumento na estabilidade e diminuicéo
da cristalinidade do material, revelando que mesmo em condi¢des mais brandas
do que as empregadas na literatura, é possivel alterar o empacotamento das
cadeias e diminuir o volume livre do polimero através da reacdo com o

glutaraldeido em pH 6,2.

A imobilizacdo da mioglobina e da hemoglobina nos filmes de PVA através da
reacdo com o glutaraldeido foi comprovada. No caso da mioglobina, os testes de
inchamento e andlise térmica revelaram que a adi¢do da proteina aumentou a
densidade de reticulagdo, com reducdo ainda maior do grau de inchamento,
aumento da estabilidade e diminuigéo da cristalinidade, indicando que a proteina

foi efetivamente incorporada entre as cadeias do polimero.

As condicgdes utilizadas para fixar a mioglobina no PVA promoveram a
reducdo do ferro presente no grupo hemo, ativando a proteina. Estudos
espectroscopicos mostraram que a oximioglobina estava presente nas
membranas, o que simplificou o procedimento de sintese dos filmes, ja que as

etapas de reducdo e purificacdo da proteina puderam ser suprimidas.

A andlise de infravermelho das membranas de PVA contendo mioglobina
imobilizada indicou a manutengéo do pico correspondente aos grupos amida | e
I1. Aliado ao espectro no visivel dos filmes sdlidos, estes resultados revelam a

manutencdo da conformacéo nativa da proteina na matriz solida.

A elevada afinidade da mioglobina imobilizada em PVA pelo oxigénio
comprometeu a etapa de descomplexacdo do soluto. Alteracbes no pH do
permeado e na temperatura do sistema ndo surtiram o efeito desejado, ou seja, 0
transporte facilitado de oxigénio ndo foi verificado. Entretanto, embora
instaveis, as membranas de PVA contendo mioglobina sem reticulacdo
apresentaram fator de facilitacdo para o oxigénio igual a trés.

165



Capitulo 7: Conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros

f)

A metodologia utilizada para a fixacdo da hemoglobina nos filmes de PVA
deve ser otimizada para permitir o estudo da permeacédo de oxigénio usando esta
proteina alostérica como transportador. Resultados preliminares indicaram
elevada reatividade da proteina com o glutaraldeido, o que provavelmente levou

a desnaturacdo da biomolécula.

7.2. SugestOes para trabalhos futuros

Considerando as questdes suscitadas durante o desenvolvimento deste estudo, as

seguintes alternativas sdo sugeridas para trabalhos posteriores:

a)

b)

Investigar o encapsulamento dos biotransportadores através da utilizacdo do
PVA ou do alginato de sddio através do preparo de emulsGes, para garantir
controle do tamanho das particulas, semelhantes aos eritrocitos sangiiineos;
Otimizar a imobilizacéo da hemoglobina no PVA via reagdo com glutaraldeido e
explorar a as alteracGes na afinidade da mesma pelo oxigénio através do uso de
agentes alostéricos, pH e temperatura;

Utilizar outros métodos de imobilizacdo dos biotransportadores na matriz

polimérica, como a reticulacdo do alginato de sodio pelo glutaraldeido.
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Anexo 1:
Caracteristicas dos compostos organicos
Investigados como solventes da
mioglobina

Tabela A.1.1: Férmula quimica, solubilidade em agua, densidade e polaridade dos compostos investigados
como solventes da mioglobina.

Solvente Férmula Sigua(W/W) p (g/mL) Polaridade
|
: H N-h
Formamida T‘/ 1,134 73
o0
o

o
Etileno glicol H” ‘\\/\\ o -H o0 1,1155

Ho o - _H
~g- 0~
Glicerol o'e) 1,26

Metanol 0 00 0,7928 5,1

Etanol H ~0 -’/\\\ 0 0,7893 52

Dimetil
sulfoxido

L H
2-Propanol W/ 0 0,7854 3,9
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Solvente Férmula Sigua(W/W) p (g/mL) Polaridade
1-Butanol H ‘\,//\\// 7,81 0,80978 3.9
Acetona \H/ 00 0,792 5,1
o]
~0 -H
2-Metil-1- 8.5 (9.5) 0.8169 40
Propanol
o]
1,4-Dioxano 0 1,0353 4.8
o]
Tetrahidrofurano 0 0,88 4,0
o’
N-
Metilpirrolidona N -0 *© 1,03 6,7
Hexano PN 0,014 0,6603 0,1
Cl_ CI
Cloroférmio T 0,815 1,49845 4,1
Cl
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Solvente Férmula Sagua(W/W) p (g/mL) Polaridade
- D \/
Acetato de Etila \H/ 8,7 0,901 44
o]
Tolueno 0,052 0,866 2,4
o
1
Dimetilformamida ™~ N H ® 0,944 6.4

Referéncias bibliograficas

Os dados foram obtidos no sitio da internet:

www.bandj.com/BJProducts/SolProperties/honeywell.htm.
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Anexo 2:
Estudo da plastificacao do poli(alcool

vinilico)

O efeito da adicdo de plastificantes como o etileno glicol, o glicerol e 0 PEG 300 ao
poli(alcool vinilico) foi estudadda visando a estabilizacdo das membranas de transporte
facilitado através da gelificacdo do polimero. A propor¢cdo entre o plastificante e o
polimero foi variada em uma ampla faixa de concentracdo. Os efeitos do tipo e da
concentracdo dos glicois nas membranas preparadas por evaporacgdo de solventes foram
verificados pela analise térmica, ou seja, calorimetria exploratoria diferencial e
termogravimetria, bem como testes de permeacéo de gases.

A.2.1. Introducéao

A utilizacao do poli(alcool vinilico), PVA, como polimero para a sintese de membranas
empregadas na separacdo de gases ¢ limitada, ja que este material ¢ semi-cristalino e,
portanto, a permeabilidade ¢ reduzida significativamente devido aos dominios
cristalinos, que diminuem a area efetiva para a permeacdo (JANG e LEE, 2004).
Apesar disso, a hidrofilicidade do PVA o torna uma matriz ideal para a imobilizagdo de
biomoléculas, como hemoglobina e mioglobina, visando a sintese de membranas de
transporte facilitado de oxigénio (CHEN et al., 1996) ou biossensores (VIDAL et al.,
1999), desde que as restricdes impostas por estas proteinas sejam consideradas.
Portanto, a estabilizacdo destas membranas contendo biotransportadores ¢ um desafio
que precisa ser vencido para viabilizar a substitui¢do da tecnologia criogénica usada

atualmente para a separagdo do ar (BAKER, 2002).

Uma das alternativas para solucionar os problemas provenientes das perdas do solvente
e do transportador das membranas liquidas suportadas ¢ a utilizagdo de uma solugao
polimérica gelificada nos poros de um suporte microporoso (HEMMINGSEN e
SCHOLANDER, 1960). Neste sistema, a evaporagdo da solucdo liquida ¢

consideravelmente reduzida. A gelificagdo do PVA em solventes diferentes e misturas
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de solventes tem possibilitado um estudo sistematico sobre a morfologia da rede
tridimensional obtida, o que pode fornecer evidéncias sobre o mecanismo de formagao
do gel (TAKESHITA et al., 2001). Esta habilidade de reticula¢do fisica em condigdes
operacionais amenas garante ao PVA uma utilizagdo potencial para a sintese de

membranas gelificadas.

A investigacdo da separacdo de CO, de misturas gasosas contendo nitrogénio,
hidrogénio e/ou metano através do emprego de membranas de transporte facilitado
baseadas em PVA ¢ uma tendéncia atual (ZOU e HO, 2006). Os ensaios realizados com
filmes inchados em 4gua visam aumentar a solubilidade do gas na membrana e evitar a
formac¢ao de dominios cristalinos, que reduziriam a 4rea efetiva para a permeacgao (KIM

etal., 2004, PARK e LEE, 2001).

No caso da separagdo oxigénio/nitrogénio, a agua tem um papel secundéario na
solubilidade dos gases na membrana e poderia ser substituida por um outro solvente,
com melhores propriedades plastificantes e de solubilizagdo. Os glicois sdo
considerados os melhores agentes de plastificacdo para o PVA, pois apresentam uma
boa interacao com as cadeias poliméricas e sdo capazes de aumentar a flexibilidade das
mesmas, com reducdo da temperatura de transi¢do vitrea do polimero em testes de
calorimetria exploratéria diferencial (TOYOSHIMA, 1973, LIM e WAN, 1994). Além
disso, a diminui¢do do teor cristalino da matriz polimérica aumenta a area disponivel
para a permeacdo dos gases, causando um conseqliente aumento no fluxo permeado

(MILLER e LUTZMANN, 1985).

A.2.2. Objetivo

O objetivo desta etapa do trabalho foi investigar o uso de glicerol, etileno glicol e PEG
300 como plastificantes das membranas de PVA. Foram utilizadas solugdes aquosas dos
glicois em uma ampla faixa de concentragdo, visando a formacgdo de géis para a
imobilizacdo de mioglobina e hemoglobina. A escolha destes glicois como plastificantes
foi baseada nos resultados apresentados no Capitulo 3, em que a manutengdo da
estrutura nativa da mioglobina nas solu¢des aquosas destes co-solventes foi comprovada
por testes de dicroismo circular. O comportamento térmico dos filmes produzidos e as

permeabilidades ao oxigénio e ao nitrogénio foram utilizados como parametros para
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inferir a respeito da organizagdo das cadeias poliméricas. O uso destas membranas
como preenchimento dos poros de um suporte adequado pode representar uma melhoria
significativa na estabilidade das membranas de transporte facilitado em aplicagdes de

longa duragao.

A.2.3. Materiais e métodos

A.2.3.1. Materiais

Os reagentes utilizados foram o poli(alcool vinilico), PVA, (Aldrich, com massa
molecular média entre 85.000 e 146.000 Da, 99% hidrolisado), glicerol (Invitrogen,
pureza maior que 99,5%), etileno glicol (Vetec, teor maior que 99%) e poli(etileno
glicol) 300, PEG 300 (Aldrich). Utilizou-se agua destilada, deionizada e microfiltrada

para o preparo das solugdes.

A.2.3.2. Preparo das membranas

As membranas foram preparadas a partir da dissolu¢do em dgua do PVA previamente
seco em estufa. O sistema foi aquecido a 100°C e agitado magneticamente sob refluxo,

até dissolugdo completa e liberagdo de todas as bolhas formadas.

Uma vez dissolvido o polimero, a solu¢do era retirada do aquecimento/agitacao,
resfriada até a temperatura ambiente, vertida para uma placa de acrilico e espalhada,
com auxilio de uma faca de ago inoxidavel, na espessura nominal de 130 pm. Em
seguida, solucdo foi seca em estufa a 60°C, para favorecer a formagéo do gel, por 20
horas. Antes dos testes de permeacdo, as membranas eram mantidas em dessecador por

30 minutos, no minimo.

O efeito da adi¢ao de plastificantes foi investigado utilizando-se glicerol, etileno glicol e
PEG 300. Os dois primeiros foram estudados em uma ampla faixa de composicao, ou
seja, para razdo massica plastificante/PVA de 3 a 12. J&4 o PEG 300 foi avaliado para
razdo massica monomérica PEG 300/PVA igual a 0,5; 1 e 2. Para estes ensaios, a

concentragdo de PV A na solucao de espalhamento foi mantida em 6% em massa.
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A.2.3.3. Caracterizagdo das membranas

A caracterizacdo das membranas de PVA foi realizada através de ensaios de
calorimetria exploratoria diferencial (DSC, Perkin Elmer DSC7) e termogravimetria
(TGA, Perkin Elmer TGA7). Na andlise de DSC, cerca de 15 mg da membrana foram
submetidos a uma razdo de aquecimento de 10°C/min, de 30 a 250°C, sob atmosfera de

nitrogénio a 25 mL/min.

Para a andlise de TGA, aproximadamente 8 mg da membrana foram mantidos a 50°C

por 1 minuto, seguido pelo aquecimento, a 10°C/min, até 600°C, sob atmosfera de N.

A.2.3.4. Testes de permeacéao gasosa

A permeabilidade das membranas ao O, (White Martins, 99,8 % em massa) e ao N,
(Aga, 99,9% em massa) foi determinada através do sistema padrdo de permeacdo de
gases existente no laboratorio, conforme Figura A.2. 1. A variacdo de pressdo no

permeado ¢ convertida em sinal elétrico com o auxilio de um transdutor de pressao.

<]

; X

O

Figura A.2. 1: Esquema ilustrativo do sistema de permeacéo de gases utilizado nos ensaios de
permeacdo. Legenda: 1 — cilindro de gés, 2 — medidor de pressdo, 3 — célula de permeacao, 4 —
sistema de aquisicdo de dados, 5 — bomba de vacuo.
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Inicialmente, a espessura da membrana preparada foi medida com auxilio de um
micrémetro (Mitutoyo). Em seguida, a membrana foi transferida para a célula de
permeagdo, que foi hermeticamente fechada. A valvula do gés de interesse foi aberta
antes dos testes por alguns minutos, para evitar contaminacdo de outros gases que
pudessem estar presentes na linha. Apds efetuar vacuo da linha de permeado, a pressao
de alimentacao foi ajustada ao valor desejado e o crondmetro foi acionado. A voltagem
foi medida em intervalos regulares de tempo através de um sistema de aquisi¢do de

dados.

A permeabilidade foi calculada ao final dos testes, considerando uma area de permeacao
igual a 5,6 cm’. Como a permeabilidade das membranas de PVA ao oxigénio e ao
nitrogénio é pequena, utilizou-se nos testes uma pressio de alimentagdo de 8 kgf/cm”.
Os testes foram realizados em duplicata. A estabilidade das membranas com o tempo foi

avaliada, efetuando testes em dias consecutivos até aproximadamente 10 dias.
Determinacgdo da permeabilidade e seletividade das membranas

Considerando o escoamento unidirecional do géas através da membrana, a
permeabilidade (@) pode ser descrita pela Equagao A.2. 1.

J
P = Ap/l Equacdo A.2. 1

J ¢ o fluxo do gas através da membrana, Ap ¢ a diferenga de pressdo e /¢ a espessura da
membrana. As unidades mais utilizadas para a permeabilidade sdo GPU (gas
permeation unit, equivalente a 10° cm’(CNTP).cm™.s'.cmHg') e Barrer

(correspondente a 10"° cm*(CNTP).cm.cm™.s”.cmHg™).

Considerando comportamento ideal dos gases, o fluxo pode ser calculado conforme

apresentado na Equagdo A.2. 2.

J:d_Vl:d_n TCNTPR i .
dt A dt A Equacdo A.2. 2

PCNTP
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A ¢ a area de permeacdo, R ¢ a constante dos gases, Tentp € Pontp S30 a pressao e a
temperatura nas condi¢des normais de temperatura e pressdo, n € V sdo o nimero de
moles e o volume de gés, respectivamente. Cabe destacar que a temperatura e a pressao
sdo tomadas nas condi¢des normais com o objetivo de se comparar as permeabilidades
de diferentes membranas, determinadas em quaisquer condi¢des de pressdao e

temperatura.

A variagdo do numero de moles, dn/dt, pode ser calculada considerando comportamento
ideal para o gés que ocupa o permeado, cujo volume é conhecido (V, igual ao volume
do sistema), conforme a Equacao A.2. 3.

dn_dp_V,
dt  dt T,,,R Equacio A2. 3

Tamp € a temperatura ambiente e dP/dt ¢ a variagdo da pressdo com o tempo,
determinada pela curva de calibragdo para o sistema, em que o sinal elétrico (mV) ¢é
convertido em pressdo. A substituicdo destas equagdes na Equacdo A.2. 1, resulta na
Equagdo A.2. 4 (FERRAZ, 2003).
q%:d_P( \A j{ Tente J Equagdo A.2. 4
dt \ AAp

TAMB PCNTP

A seletividade ideal (o), € calculada a partir da razdo entre as permeabilidades dos

gases, conforme apresentado na Equacao A.2. 5 (BAKER, 2004):

%ij P Equagdo A.2.5

Determinacgéo do volume do sistema

A determinagdo do volume do sistema foi realizada através da permeagdo de nitrogénio
numa membrana porosa de poli(éter sulfona). A pressao de alimentacao foi variada de 2
a 5 kgf/em®, sendo que o fluxo correspondente foi medido por meio de um fluximetro
de bolhas, conectado a saida do permeado. A determinagdo da permeabilidade da
membrana (@ /) foi efetuada através da inclinacdo da reta de fluxo em funcdo da

diferencga de pressdo, usando a relacao descrita pela Equacao A.2. 1.
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Em seguida, a pressio de alimentagdo foi fixada em 2.6 kgf/cm® e observou-se a
varia¢ao do sinal obtido no milivoltimetro com o tempo. A partir da inclinacdo da reta
do sinal em fungdo do tempo (dS/dt), e usando-se a calibragdo do sistema, foi possivel

determinar a variagdo da pressao com o tempo (dp/dt), através da Equagao A.2. 6.

i ot ~
dt d%p Equagdo A.2. 6

O volume do sistema foi, entdo, calculado pela Equacdo A.2. 7.

P T AP CNTP

V
ST TCNTP atim d/t Equacdo A.2. 7

onde Vs = volume do sistema, em cm’ ;
P/l = permeabilidade da membrana, em cm’/cm”.s.cmHg;
T.mb = temperatura em que o teste foi realizado, em K;
Tentp = temperatura de referéncia, em K;
A = érea de permeacao, em cmz;
Paim = pressdo de alimentacdo, em cmHg;
Penrp = pressdo de referéncia, em cmHg;

dp/dt = ¢é a variagdo da pressao com o tempo, em cmHg/s.

Determinacéo da curva de calibragédo do sistema

A calibracao do sistema de permeagdo de gases foi efetuada conectando-se a entrada da
célula de permeacgdo hermeticamente fechada e sem membrana a um manometro do tipo
coluna liquida. A variag@o de pressao (p) do sistema, determinada pelo deslocamento da
agua na coluna, provocou uma correspondente alteracdo no sinal (S) fornecido pelo
voltimetro. Portanto, a inclinagdo dS/dp foi usada para converter o sinal do voltimetro

em pressao.
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A.2.4. Resultados e discussao

A.2.4.1. A agua como plastificante do PVA

O efeito plastificante da 4gua nos filmes de PVA foi determinado através da
comparag¢do entre as propriedades térmicas e de transporte dos graos do polimero com
as membranas preparadas por evaporacdo do solvente, ou seja, da agua. Os filmes

produzidos possuiam aspecto homogéneo e transparente, com espessura média de 20 um.

As curvas da analise termogravimétrica das amostras de PVA — graos e membrana — sdo
apresentadas na Figura A.2. 2. Esta técnica foi empregada para avaliar o perfil de
degradagdo térmica da amostra. A partir destes ensaios, ¢ possivel inferir a respeito do
teor de substancias volateis, bem como o tipo de arranjo existente entre as cadeias do
polimero, que promovera a ocorréncia dos eventos de perda de massa em temperaturas

maiores ou menores.

100

80

60

Massa (%)

40

20 H

T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

Figura A.2. 2: Curvas de termogravimetria para o PVA em gréos (a) e membrana (b).

O perfil de degradagdo dos grdos do polimero estd de acordo com a literatura
(MCNEIL, 1997). Dois principais eventos de perda de massa podem ser destacados. O

primeiro, de 250 a 350°C, ¢ atribuido as reagdes entre os grupos hidroxila vizinhos, com
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eliminacdo de acido acético. O estagio seguinte, sem alteracdo de massa, corresponde a
uma reticulacdo térmica, que ¢ seguida pela cisdo da cadeia polimérica principal para
temperaturas maiores que 450°C. A perda de massa dos grios do polimero até 250°C
deve-se a presenca de substincias volateis, principalmente dgua, que representam
apenas 1,8% da amostra. Esta umidade presente no PVA consiste na razdo de se efetuar

a secagem do polimero antes da pesagem para o preparo da solucdo de espalhamento.

Para as membranas de PVA, as principais diferengas no perfil de degradagdo sdo o teor
de substancias volateis, cerca de 7,6% em massa, ¢ o perfil de degradacio em
temperaturas ligeiramente mais baixas comparadas aos graos do polimero. Estas
observagdes denotam o aumento da hidrofilicidade do material e a diminui¢cdo da
estabilidade térmica do filme em conseqiiéncia da adi¢do de 4gua durante a sintese das

membranas.

As curvas de DSC obtidas para as amostras de PVA sdo apresentadas na Figura A.2. 3.
A partir desta técnica, podem ser quantificadas a temperatura de transi¢do vitrea do
polimero, Ty, além da temperatura e da entalpia de fusdo, T, e AH,. De modo
semelhante a analise termogravimétrica, estes parametros fornecem informacgdes sobre o
arranjo molecular do PVA, permitindo avaliar os efeitos da plastificagdo das membranas

pelos solventes empregados.

Os resultados obtidos indicam uma grande similaridade entre as curvas de DSC para as
amostras, exceto pelo fato de que a Ty, a T, € 0 AH,, da membrana sdo menores do que
os valores obtidos para os graos do polimero. A reducdo da T, da membrana ¢ um
indicio de que a adicdo de dgua muda a conformacdo das cadeias do PVA, sendo
necessaria uma menor quantidade de energia para promover o aumento da mobilidade
segmental. Alie-se a isto o fato de que tanto a T,, quanto o AH,, foram diminuidos,
indicando menor teor de cristalinidade da membrana. Tomados em conjunto, estes
resultados indicam que houve plastificacio do PVA pela agua, ja que as moléculas do
solvente promoveram um aumento na maleabilidade dos filmes e conseqiiente
decréscimo dos dominios cristalinos que impedem a permeacao de substancias através

destas membranas.
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Figura A.2. 3: Curvas de DSC para o PVA em graos (a) e membrana (b).

Testes de permeagdo de oxigénio e nitrogénio foram realizados usando o sistema padrao
existente no laboratério. Entretanto, ndo foi possivel quantificar a permeabilidade da
membrana, uma vez que o limite de detecgdo do equipamento ¢ de 0,05 Barrer. Na
Tabela A. 2. 1: Permeabilidade do PVA aos principais gases atmosféricos (MULDER,
1996)., sdo apresentados os valores médios de permeabilidade do PVA ao oxigénio e ao

nitrogénio encontrados na literatura (MULDER, 1996).

Tabela A. 2. 1: Permeabilidade do PVA aos principais gases atmosféricos (MULDER, 1996).

Permeante Permeabilidade (Barrer)
Oxigénio 0,0019
Nitrogénio 0,00057

A seletividade ideal das membranas de PVA para a mistura O,/N, ¢ de 3,3, que ¢ um
valor razoavel. Entretanto, vale considerar que, atuando como plastificante do polimero,
a agua exerce um papel fundamental na permeabilidade e seletividade das membranas,
podendo levar a uma alteracdo significativa nas propriedades de transporte ao longo do
tempo. De fato, o emprego do PVA como embalagens de alimentos ¢ limitado devido a
perda de suas propriedades de barreira aos gases atmosféricos em fungdo do aumento da

umidade do ar (POCKEL, 1960, TOYOSHIMA, 1973).
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Embora a 4gua tenha se mostrado um plastificante para o PVA, a magnitude das
alteracdes provocadas na morfologia do polimero foi pequena. A necessidade de
utilizagdo de plastificantes mais eficientes para o polimero tornou-se evidente € os
glicdis surgiram como uma opg¢ao, tanto por sua similaridade estrutural com o PVA,
quanto pela manuten¢ao da conformagdo nativa da mioglobina nos ensaios de dicroismo

circular apresentados no Capitulo 3.

A.2.4.2. Os glicois como plastificantes do PVA

O aumento da permeabilidade das membranas de PVA através da gelificagdo do
polimero com solu¢des aquosas contendo PEG 300, etileno glicol ou glicerol foi
investigado nesta etapa do trabalho. A utilizacdo dos géis visa a estabilizacdo das
membranas liquidas suportadas, j4 que as perdas do solvente e do transportador sdo
reduzidas. A selecdo destas substiancias como plastificantes deve-se ao fato de elas
serem investigadas na literatura com este proposito (LIM e WAN, 1994). Além de
apresentar compatibilidade com o polimero, o plastificante deve aumentar a
flexibilidade dos filmes produzidos, reduzindo sua cristalinidade e facilitando seu
manuseio. Assim, propriedades como a temperatura de transicdo vitrea e a
permeabilidade aos gases sdo bons parametros para avaliar as transformagdes causadas

na matriz do polimero (TOYOSHIMA, 1973).

e PEG 300

A investigagdo do oligdmero PEG 300 como plastificante das membranas de PVA foi
realizada para razao massica glicol/polimero de 0,5, 1 e 2. Entretanto, ndo foi observada
compatibilidade entre os materiais, com separagdo visivel de fases durante a etapa de
secagem das membranas. Os filmes apresentaram uma coloragdo esbranquicada,
conforme apresentado na Figura A.2. 4. Desta forma, maior énfase foi dada ao estudo

do glicerol e do etileno glicol como plastificantes.
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Figura A.2. 4: Fotografia da membrana de PVA plastificada por PEG 300, razéo massica
oligbmero/polimero igual a 2.

e Etileno glicol

A plastificagdo das membranas de PVA pelo etileno glicol foi avaliada variando-se a
razao massica entre o glicol ¢ o polimero de 3 a 12. As membranas preparadas por
evaporacdo da mistura de solventes apresentaram aspecto heterogéneo, com regioes
transparentes entrecortadas por dominios opacos, indicando a ocorréncia de separacdo
de fases. Os testes de caracterizagdo e desempenho foram efetuados na regido
transparente, provavelmente a fase enriquecida no polimero, por corresponder a uma

maior area. A espessura média dos filmes foi de 40 pum.

As curvas de TGA das amostras plastificadas por etileno glicol sdo apresentadas na
Figura A.2. 5. Os perfis de degradagdo térmica observados para as amostras contendo
este glicol foram semelhantes @ membrana de PVA usada como controle. Distinguem-se
trés principais estagios de perda de massa: a saida de substincias volateis até 250°C,
uma queda mais acentuada na curva que provavelmente corresponde a formacdo de
polienos e eliminagdo de acido acético de 250 a 350°C, seguida pela ruptura da cadeia
principal acima de 450°C. Comparativamente, as membranas contendo etileno glicol
apresentaram uma pequena reducdo da estabilidade térmica e um aumento no teor de

volateis, como resultado da plastificagao.
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Figura A.2. 5: Curvas de termogravimetria para os filmes de PVA plastificados por etileno glicol. a)
Membrana de PVA (controle), b) razdo massica etileno glicol/PVA = 3, ¢) razdo massica etileno
glicol/PVA = 6, d) razdo massica etileno glicol/PVA = 10.

A amostra cuja razdo glicol/polimero ¢ 6 apresentou uma elevada fragdo de volateis,
cerca de 35% em massa, provavelmente correspondente a mistura de solventes. Como
ndo foi observado o mesmo comportamento para as demais amostras, acredita-se que

nesta condi¢dao ocorra a maior incorporagdo de etileno glicol na fase transparente.

As curvas de DSC correspondentes ao primeiro aquecimento das amostras contendo
etileno glicol sdo apresentadas na Figura A.2. 6. Nao foi possivel identificar a T, das
membranas, indicando que houve uma redugdo deste parametro para valores inferiores a

50°C, o que comprova a efetividade da plastificagdo do PVA por este glicol.
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Figura A.2. 6: Curvas de DSC para os filmes de PVA plastificados por etileno glicol. a) razéo
massica etileno glicol/PVA = 3, b) razéo maéssica etileno glicol/PVA = 6, ¢) razdo maéssica etileno
glicol/PVA =9, d) razdo massica etileno glicol/PVA = 12.

Uma analise comparativa das curvas revela diferengas no perfil a medida que o teor de
etileno glicol aumenta. Para uma razdo etileno glico/PVA igual a 3, o teor de
cristalinidade é semelhante ao filme plastificado pela 4gua, embora a T, seja menor,
indicando que a interagdo com as moléculas do glicol modificou a organizagdo das
cadeias poliméricas na unidade cristalina. Como resultado, menos energia foi requerida

para fundir estes cristalitos.

Para maiores teores de etileno glicol, a formagdo de cristais perfeitos ¢
consideravelmente reduzida. Pode-se notar o aparecimento de um pico espalhado, de 80
a 180°C, usualmente atribuido a formagao de géis fisicos. Nestes sistemas, os inimeros
cristalitos nascentes sdo incapazes de crescer mais, provavelmente devido as
resisténcias difusivas causadas pelo aumento de viscosidade da solucdo com a
evaporagdo dos solventes. Portanto, o gel ¢ formado como uma rede tridimensional,
cujos pontos de jungdo sdo estes pequenos cristais (VIDAL et al., 1999). As curvas c e d
mostram a ebulicdo de substancias volateis, provavelmente a mistura de solventes,

acima de 240°C, conforme observado em trabalhos correlatos (WANG et al., 2003).
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Uma vez caracterizada a plastificagdo do PVA pelo etileno glicol, com redugdo da T, e
da cristalinidade das amostras, a permeabilidade aos gases O, e N, foi investigada

através de testes de permeacdo. Os resultados sdo apresentados na Figura A.2. 7.
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Figura A.2. 7: Permeabilidades das membranas de PVA plastificadas por etileno glicol ao oxigénio
e ao nitrogénio.

Os valores obtidos variaram de 0,25 a 3,5 Barrer. A maior permeabilidade foi observada
para a amostra com razao massica etileno glicol/PVA igual a 6, que, estranhamente,

também corresponde a maior seletividade, conforme observado na Figura A.2. 8.

Novos ensaios foram realizados com o objetivo de confirmar a tendéncia observada
nestes testes, uma vez que era esperada uma diminuicao na seletividade como resultado
de uma maior plastificacdo da membrana. Como ndo houve reprodutibilidade, o
comportamento da permeabilidade da amostra cuja razao etileno glicol/PVA ¢é 6 foi
avaliado ao longo do tempo, efetuando-se testes com oxigénio e nitrogénio
alternadamente. Os resultados sdo apresentados na Figura A.2. 9. A denominagdo

membrana 1 e 2 corresponde as réplicas investigadas.
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Figura A.2. 8: Seletividade O,/N, das membranas de PVA plastificadas por etileno glicol.
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Figura A.2. 9: Variacdo da permeabilidade ao O, e ao N, ao longo do tempo. Membranas com
razao etileno glicol/PVA igual a 6.

A permeabilidade variou de 0,2 a 1600 Barrer, indicando que a ocorréncia da separagao
de fases para o sistema agua/etileno glicol/PVA ocorre mesmo nas regioes visualmente
transparentes da membrana. O decréscimo abrupto da permeabilidade 10 dias apds os

primeiros ensaios pode ser atribuido ao envelhecimento do filme hidrofilico (HUANG e
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PAUL, 2004). A complexidade dos arranjos da rede tridimensional neste sistema
ternario tem sido bastante estudada visando a determinacdo do tipo de mecanismo que
governa a separacdo de fases: a decomposicao espinodal ou a cristalizagado (HONG et

al., 2000).

Durante os testes de permeagao, observou-se também a sinerese dos filmes de PVA plastificados
com etileno glicol. Uma fotografia da membrana ¢ apresentada na Figura A.2. 10.

L b

Figura A.2. 10: Fotografia da membrana de PVA plastificada pelo etileno glicol evidenciando a
ocorréncia de sinerese (gotas de liquido na superficie da membrana).

Este fenomeno, também observado por LIM e WAN (1994), ¢ o resultado da remocgao
da mistura de solventes dos intersticios das cadeias poliméricas durante a contragdo
volumétrica dos filmes, indicando reorganizagdo das cadeias e aumento dos dominios

cristalinos.

Meétodos alternativos para a sintese das membranas foram investigados, como a adi¢do
de uma etapa de filtragdo da solucdo antes do espalhamento, para evitar a presenca de
particulas que atuassem como nucleos para o inicio da cristalizagdo, além da secagem
dos filmes a 100°C, com o objetivo de remover mais agua do sistema. Entretanto, ndo
foi possivel obter filmes homogéneos, conforme apresentado na Figura A.2. 11.
Observou-se uma a dispersdo de goticulas transparentes em uma matriz opaca,

evidenciando a separagdo de fases que ocorreu no sistema.
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Figura A.2. 11: Fotografia da membrana de PVA plastificada pelo etileno glicol ilustrando a
separacao de fases nos filmes obtidos apds filtracdo e secagem a 100°C.

Cabe ressaltar que o PVA utilizado nestes testes apresenta quase 100% de hidroélise, o
que aumenta ainda mais os sitios de interacao deste polimero com os plastificantes
investigados, através de pontes de hidrogénio. Isto tende a favorecer a formagao de géis
fisicos, responsaveis em grande parte pelas variabilidades encontradas (STEPHANS e
FOSTER, 1998, HONG et al., 1998 ¢ 2001). Com base na complexidade do sistema
agua/etileno glicol/PVA, o glicerol foi investigado como plastificante dos filmes e os

resultados sdo apresentados na se¢do a seguir.

e Glicerol

A plastificacdo das membranas de PVA pelo glicerol foi investigada variando-se a razao
massica entre o glicol e o polimero de 3 a 15,7, este ultimo valor correspondente ao
sistema sem adi¢do de 4gua. Foram obtidos filmes transparentes e maledveis, com

espessura média igual a 40 pm.

As curvas de termogravimetria para as amostras plastificadas pelo glicerol sao
apresentadas na Figura A.2. 12. Tomando como referéncia a membrana de PVA
preparada sem a adi¢dao de glicdis, observou-se uma redugdo na estabilidade térmica,
pois os eventos de perda de massa ocorreram em temperaturas inferiores. Além disso,

distinguem-se apenas dois estagios principais de degradagdo: o primeiro correspondente
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a saida de volateis, principalmente dgua e glicerol, que compreendem cerca de 16% em
massa dos filmes e o segundo, atribuido a decomposicdo do material. O estagio
intermediario correspondente a uma reticulagdo térmica das membranas preparadas

usando agua como solvente foi suprimido.
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Figura A.2. 12: Curvas de termogravimetria para os filmes de PVA plastificados pelo glicerol. a)
Membrana de PVA (controle), b) razdo massica glicerol/PVA = 3, ¢) razdo massica glicerol/PVA =
6, d) razdo massica glicerol/PVA =9, e) razdo massica glicerol/PVA = 12, f) razdo massica
glicerol/PVA = 15,7.

Nao houve alteragdo significativa do perfil de degradacdo em fun¢do do aumento do
teor de glicerol nas membranas, exceto pelo fato de que para uma razdo massica
glicerol/PV A igual a 3, houve maior resisténcia a degradagdo térmica. Portanto, pode-se
inferir que a razdo massica 6tima ¢ de 6, ja que maiores concentracdes de glicerol ndo
alteram as propriedades térmicas da membrana significativamente. Talvez isso se
explique pela impossibilidade de as moléculas do glicol serem incorporadas

efetivamente entre as cadeias do polimero, levando a uma segregagao do material.
As curvas de DSC para as amostras contendo glicerol sdo apresentadas na Figura A.2. 13.

Nestes testes, a temperatura maxima de aquecimento foi fixada em 200°C, devido a pequena

estabilidade térmica das membranas nos ensaios de TGA.
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Figura A.2. 13: Curvas de DSC para os filmes de PVA plastificados pelo glicerol. a) razdo massica
glicerol/PVA = 3, b) razdo massica glicerol/PVA = 6, ¢) razdo massica glicerol/PVA =9, d) razéo
massica glicerol/PVA = 12, e) razdo massica glicerol/PVA = 15,7.

Naio foi possivel determinar a T, das amostras a partir das curvas obtidas. Ha indicios de
que o valor seja inferior a 30°C, ou seja, abaixo da temperatura de inicio dos ensaios de
DSC. Esta redugdo significativa na T, comprova o efeito plastificante do glicerol nas

membranas de PVA.

Para o sistema com razao glicerol/PVA de 3 g/g, houve uma redugdo no teor cristalino
do polimero em comparacdo com a membrana usada como referéncia, ou seja, sem
adicdo de glicois. Provavelmente isto reflete o impedimento espacial provocado pela
adicao do glicerol, que restringe a organizacdo das cadeias nas unidades cristalinas

caracteristicas do polimero.

As amostras com razdo glicol/polimero iguais a 6 ¢ a 9 demonstraram o aparecimento
de estruturas organizadas que se fundem em torno de 120°C. Entretanto, a baixa
temperatura necessaria para fundir estes cristalitos indica que o glicerol limitou a
organizacdo tipica das cadeias em cristais, levando a formacao de um outro tipo de

estrutura.

Membranas com maiores teores de glicerol evidenciaram a auséncia de cristalinidade

dos filmes, bem como a ebuli¢do da mistura de solventes em temperaturas maiores que
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200°C. De modo analogo, acredita-se que o excesso de moléculas da mistura de
solventes tenha impedido a organizagdo das cadeias do polimero. Durante o
aquecimento, a ebuli¢do deste solvente livre indicou que o limite de incorporagdo do
glicol na cadeia polimérica ja tinha sido alcangado, embora os filmes continuassem com

aspecto visual transparente.

O comportamento da permeabilidade aos gases oxigénio e nitrogénio das membranas de
PVA em funcdo do teor de glicerol ¢ apresentado na Figura A.2. 14. Os testes foram
realizados em duplicata e o desvio de cada condi¢do experimental pode ser visualizado

através da barra de erro.
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Figura A.2. 14: Permeabilidades ao oxigénio e ao nitrogénio das membranas de PVA plastificadas
pelo glicerol.

As permeabilidades variaram de 0,1 a 0,5 Barrer, indicando plastificagdo efetiva pelo
glicerol, ja que estes valores sdo 300 vezes maiores que as membranas de PVA sem
glicdis. Os valores obtidos estdo de acordo com o esperado para este sistema, que € de
0,3 Barrer, segundo MILLER ¢ LUTZMANN (1985). Outra observacdo que merece
destaque ¢ o comportamento da permeabilidade, que permanece aproximadamente
constante, indicando uma elevada plastificacdo das membranas na faixa investigada. A

sintese de membranas a partir da dissolu¢do de PVA em glicerol, portanto, sem a adi¢do
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de agua, mostrou-se inviavel, j4 que a temperatura necessaria para a evaporagdao do

solvente ¢ maior do que a de inicio da degradagdo térmica do polimero.

Embora os valores ligeiramente maiores de permeabilidade ao oxigénio e ao nitrogénio
— iguais a 0,4 e a 0,21, respectivamente — tenham sido obtidos para a membrana que
apresentou maior concentragdo de estruturas organizadas nos ensaios de DSC, a maior
variabilidade observada também nesta condi¢do fornece indicios de que a amostra
apresente heterogeneidades significativas. A ocorréncia de sinerese nestas amostras
corrobora a observacdo de flutuagdes nas propriedades da membrana em fungao da

cristalinidade.

A seletividade ideal calculada para as membranas ¢ mostrada na Figura A.2. 15.
Observou-se que os valores foram mantidos praticamente constantes com o aumento do
teor de glicerol nas membranas, o que nao era esperado, j& que uma maior plastificacao
deve promover um decréscimo na seletividade, ja4 que o componente ndo desejado pode
ser mais facilmente co-transportado na matriz plastificada. Esta observacao reforga a
hipdtese de o excesso de moléculas de glicerol ndo foi incorporado as cadeias do PVA,

originando propriedades de transporte semelhantes em toda a faixa investigada.
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Figura A.2. 15: Seletividade O,/N, das membranas de PVA plastificadas por glicerol.
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Estes resultados indicam que, muito embora o glicerol tenha promovido uma
plastificagdo efetiva das membranas de PVA, com reducdo da T, dos filmes e aumento
da permeabilidade aos gases O, e Ny, a variabilidade observada nos testes requer a
investigacdo da plastificagdo para concentracdes menores do glicol. Nestes novos
ensaios, o estudo do arranjo das cadeias e de sua influéncia nas propriedades de
transporte das membranas, permitird uma maior estabilidade das membranas ao longo
do tempo. Entretanto, a reducdo do teor de glicerol nos filmes reduzira a permeabilidade
do PVA, que ja ¢ muito inferior a alguns polimeros elastoméricos, como o poli(dimetil
siloxano), por exemplo, e consiste em uma aplicacdo efetiva limitada tendo em vista o

escopo deste trabalho.

A.2.5. Conclusao

A investigacdo de glicdis como plastificantes das membranas de PVA foi efetuada
visando a estabilizagdo das membranas liquidas suportadas através da gelificagcdo do
polimero. Os resultados revelaram que o PEG 300 nao possui compatibilidade com o
poli(alcool vinilico), com separacao de fases e formacao de filmes esbranquigados. Ja o
glicerol e o etileno glicol apresentaram maior afinidade pelo PVA, dando origem a
filmes transparentes, em sua maioria. O efeito plastificante destes dois glicois foi
comprovado por meio da reducdo da temperatura de transi¢do vitrea, diminuicdo da
cristalinidade e aumento da permeabilidade das membranas aos gases O, ¢ N,. Tomadas
em conjunto, estas propriedades refletem um aumento da mobilidade segmental do PVA

como resultado da adi¢ao do glicerol e do etileno glicol as membranas.

Estudos de reprodutibilidade e testes de longa duragdo mostraram uma elevada
flutuacdo das propriedades das membranas plastificadas, como resultado da formacao
de estruturas organizadas e contracdo volumétrica dos filmes ao longo do tempo. Esta
instabilidade do material revelou uma pequena afinidade entre o PVA e a mistura de

solventes empregada para a sintese das membranas.
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Anexo 3:

Propriedades do poli(alcool vinilico)

O poli(alcool vinilico), PVA, é preparado a partir da alcodlise do poli(acetato de vinila).
As caracteristicas do polimero obtido variam de acordo com o grau de polimerizacéo e
de hidrolise, este ultimo relacionado a extensdo de grupos acetato que permanecem na

molécula.

O PVA ¢ caracterizado pela presenca de hidroxilas, responsaveis pela
hidrossolubilidade e reatividade. E um polimero atatico, mas exibe cristalinidade porque

0s grupos —OH sdo pequenos o suficiente para se ajustar aos intersticios do cristal.

Os grupos -OH aumentam a intensidade da interacdo inter e intramolecular. O polimero
hidrolisado se funde de 232 a 235°C, enquanto aqueles com 12% de acetilagdo
apresentam uma T, de 195°C (MILER e LUTZMANN, 1985). A umidade reduz a
estabilidade térmica do material, que se decompde por perda de agua a partir de duas
hidroxilas adjacentes, em temperaturas maiores que 150°C. Esta reacdo de
decomposigdo origina ligagdes duplas na cadeia carbOnica, que podem alterar a
coloragdo do polimero.

A solubilidade do PVA em agua depende dos graus de polimerizacdo e, principalmente,
de hidrolise do polimero. Grandes quantidades de grupos hidroxila promovem uma
elevada afinidade pela agua, com formacdo de ligacdes de hidrogénio fortes inter e
intramoleculares entre os grupos —OH, reduzindo a solubilidade em agua. Por outro
lado, os grupos acetato residuais do PVA parcialmente hidrolisado sdo essencialmente
hidrofébicos e enfraquecem as interagcGes entre os grupos hidroxila adjacentes. O
aumento no grau de acetilacdo aumenta a solubilidade em agua (TOYOSHIMA, 1973).
Apresentam-se, na Figura A.3.1, as solubilidades em agua do PVA com diferentes graus

de polimerizacdo e de hidrélise em funcdo da temperatura.

A viscosidade das solucdes aquosas de PVA também é muito dependente do grau de

hidrélise do polimero. As curvas de energia aparente de escoamento de solucdes
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aquosas de PVA 100% hidrolisado sdo apresentadas na Figura A.3.2. Ha dois pontos de
inflexdo: um correspondente a 2-4% e outro a 10-12% do polimero. Acredita-se que as
estruturas destas solucGes antes e depois dos pontos de inflexdo sejam diferentes, uma
vez que o tipo de interacdo entre as cadeias aumenta muito acima de 10% do PVA,

aumentando a viscosidade.
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Figura A.3.1: Solubilidade em agua em funcéo da temperatura para diversos tipos de PVA.
(TOYOSHIMA, 1973).
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Figura A.3.2: Energia de ativacdo aparente de escoamento E, em fungéo da concentracdo de
solugBes aquosas de PVA com elevado grau de hidrélise (TOYOSHIMA, 1973).

As solucdes aquosas de PVA com grau de hidrélise elevado (maior que 98%) nédo séo

estaveis. Elas podem sofrer uma série de reacdes de gelificacdo reversiveis ou
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irreversiveis, resultando em um aumento de viscosidade através da formacao de

produtos insolaveis.

A gelificacdo pode ser definida como a formacdo de uma rede tridimensional pela
reticulacdo fisica ou quimica. Quando ocorre gelificagdo, uma solucdo polimérica
diluida é convertida em um sistema de viscosidade infinita, isto é, um gel. Um gel pode
ser considerado um sélido muito elastico, tipo borracha. A gelificacdo pode ocorrer em
sistemas onde h& separacdo de fases, mas também em sistemas homogéneos,
consistindo de polimero e solvente. No caso de polimeros semi-cristalinos, como o
PVA, a gelificacdo freqlientemente € iniciada pela formacéo de micro-cristais, pequenas
regibes ordenadas, que sdo nucleos para 0 processo de cristalizacdo, mas sem a
habilidade de crescer muito. Entretanto, estes micro-cristais podem conectar varias
cadeias poliméricas e, entdo, uma rede tridimensional é formada. Por causa de sua
natureza cristalina, estes géis sdo termossensiveis, isto €, com 0 aquecimento, 0s cristais

se fundem e a solucdo pode escoar novamente (MULDER, 1996).

O desenvolvimento de uma rede fisica € muito afetado pelas condicfes de dissolucéo e
armazenamento do polimero. De um modo geral, o aumento da viscosidade com o
tempo é favorecido pelo aumento da concentracdo do polimero e diminuicdo da

temperatura, como apresentado na Figura A.3.3.

A diminuicdo do grau de hidrélise do polimero estabiliza as solu¢Bes aquosas de PVA,
conforme apresentado na Figura A.3.4. Observa-se que a viscosidade de solucdes
contendo PVA com 88% de hidrolise é constante com o tempo, em contraste com o
aumento observado para o PVA com 99% de hidrdlise. Este fenbmeno indica que o
aumento da concentracdo de grupos acetato residuais impede o empacotamento das
moléculas, devido a distarbios espaciais. Isso reduz a cristalinidade e facilita a
dispersdo, ou seja, a interacdo polimero/solvente (TOYOSHIMA, 1973). A
concentracdo critica de grupos acetato requerida para romper as ligacfes de hidrogénio
inter e intramoleculares responsaveis pela formacdo da rede para PVA com grau de
polimerizacédo entre 1250 e 1300 ¢é de 3%, segundo STEPHANS e FOSTER (1998).
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Figura A.3.3: Variacéo na viscosidade de solucfes aquosas de PVA com o envelhecimento. PVA
com grau de polimerizacdo de 1700 e 1800, com grau de hidroélise de 98 a 99% (TOYOSHIMA,
1973).
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Figura A.3.4: Variacdo na viscosidade de solucdes aquosas de PVA com o envelhecimento (T = 5°C,

8% em massa do polimero). (a) PVA com grau de polimerizagdo de 1700 a 1800 e hidrolise de 98 a

99% e (b) PVA com grau de polimerizacdo de 1700 a 1800 e hidrdlise de 87 a 89%. (TOYOSHIMA,
1973).
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Anexo 4:
FTIR como ferramenta para a
determinacao da estrutura secundaria de

proteinas

A técnica de espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier, FTIR,
baseia-se na interacdo da matéria com a energia luminosa com comprimento de onda
variando de 750 nm a 1 mm. Esta faixa de freqiiéncia engloba uma série de fendbmenos
eletrdnicos, como o estiramento de liga¢cdes quimicas e a torcdo de grupos em relacéo
ao restante da molecula (ARKIN, 2006). No caso da analise de proteinas, o acoplamento
de modos vibracionais devido a proximidade dos atomos, o deslocamento de
frequéncias devido & formacdo de ligagfes de hidrogénio e a orientacdo de grupos em
relacdo a molécula pode viabilizar a determinagdo da estrutura secundaria destas
biomoléculas (SONG et al.,1992).

Os primeiros relatos da utilizacdo de FTIR com este propdsito datam de 1986 e, desde
entdo, a facilidade e a rapidez na aquisicao de dados aliadas a melhoria da resolucao dos
equipamentos impulsionaram o desenvolvimento da técnica (SUREWICZ et al., 1993).
Além disso, a vantagem do emprego de FTIR em relacdo a difracdo de raios X e ao
RMN favoreceu ainda mais as pesquisas. A analise de raios X de proteinas, por
exemplo, requer a formacéo de cristais perfeitos, o que nem sempre é possivel, além de
ndo representarem o ambiente fisiologico das proteinas (SUREWICZ et al., 1993). No
caso da analise de RMN, a massa molar das proteinas que pode ser detectada com
precisdo se limita a 20 kDa (SUREWICZ et al., 1993). Portanto, a utilizagdo da técnica
de FTIR para a determinacgdo estrutural de proteinas é especialmente interessante no
caso das proteinas de membrana, que se encontram na dupla camada lipidica
(SUREWICZ et al., 1993, TATULIAN, 2003). Além disso, a turbidez do meio ndo
influencia os resultados (SUREWICZ et al., 1993).
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Nas proteinas, a absorcdo € caracteristica da cadeia polipeptidica. O modo dominante é
chamado de amida | e compreende o estiramento da ligacdo C=0O (acoplado com a
torcdo da ligacdo N—H e o estiramento da ligagdo C—N) entre 1600 e 1700 cm™. Esta
frequéncia tem sido utilizada para determinacdo da estrutura secundaria de proteinas: o.-
hélices exibem uma banda com absorcdo méxima em torno de 1655 cm™, enquanto
folhas-B apresentam banda de absorcdo em 1630 cm™ e outra, de menor intensidade, em
1690 cm™ (ARKIN, 2006). J4 0 modo amida I, em torno de 1545 cm™, é sensivel &
troca de hidrogénio (TATULIAN, 2003). Entretanto, o estudo destas moléculas
bioldgicas freglientemente estd associado a algumas limitagdes, como a interferéncia
causada pela 4gua, que possui absorcdo em freqiiéncia de 1600 a 1630 cm™ (ARKIN,
2006), além do fato de a largura das bandas ser maior que as diferencas entre as
vibracGes individuais (ARKIN, 2006, SUREWICZ et al., 1993), o que permite a

inferéncia apenas das propriedades médias.

Apesar da crescente aplicacdo da técnica de FTIR, os aspectos quantitativos da anélise
ainda sdo controversos. A manipulacdo matematica do espectro deve ser realizada para
determinar a estrutura devido a sobreposicdo de bandas. Os metodos, em geral,
baseiam-se no estreitamento das bandas ou no reconhecimento de padrées (SUREWICZ
et al., 1993). Diversos trabalhos vém sendo publicados visando melhorar os métodos
matematicos usados na determinacgdo da estrutura (GOORMAGHTIGH et al., 2006) ou
mesmo modificar as proteinas pelas substituicdo dos atomos por isotopos (ARKIN,
2006), de modo que haja deslocamento do espectro para uma regido de mais facil

visualizacao.

A investigacdo dos padrdes de absor¢do da mioglobina pela técnica de FTIR tem sido
efetuada para determinar a estrutura desta proteina em filmes (NASSAR et al., 1995,
WANG et al.,, 2004). Neste meio, a transferéncia de elétrons da proteina é muito
favorecida. Isso pode ser explicado tanto pela orientacdo desfavoravel da proteina em
solucéo, que pode aumentar consideravelmente a distancia entre o sitio ativo hemo e a
superficie solida do eletrodo, como pela adsorcdo de impurezas. Entretanto, ndo foram

obtidas referéncias detalhadas em relacdo a interpretacdo dos resultados obtidos.
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