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RESUMO

Haemophilus influenzae tipo b é uma bactéria patogénica, que causa pneumonia,
septicemia e meningite em seres humanos. A maneira mais efetiva de prevenir a sua
infeccdo € por meio da vacinagdo com o polissacarideo capsular da bactéria,
poliribosil-ribitol-fosfato (PRP), como antigeno vacinal. O processo de purificagdo do
PRP envolve algumas etapas de precipitagdo com etanol na presenca de sais,
semelhante a purificagdo de outros polissacarideos ibnicos, como xantana, pectina e
alginato. Contudo, o mecanismo de precipitacdo de polissacarideos carregados na
presenca de sais ainda é pouco compreendido. No caso do PRP, ndo ha relatos de
estudos especificos sobre sua solubilidade. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
estudar a precipitacdo do PRP em solugbes aquosas na presengca de sais €
solventes organicos, visando contribuir para a elucidacdo de seu mecanismo
molecular. Devido a natureza coloidal do PRP, as variaveis estudadas foram aquelas
que mais afetam a estabilidade de sistemas coloidais. Primeiramente estudou-se o
efeito da concentracdo inicial do PRP (100 a 1000 mg/L) na sua solubilidade.
Maiores concentracdes iniciais resultaram em maiores concentracées do polimero
na fase liquida no equilibrio, sendo este efeito mais acentuado a baixas
concentracdes salinas. A segunda varidvel testada foi pH, que mostrou-se
irrelevante na alteracdo da solubilidade do PRP nas condicdes estudadas (pH 6,0 e
7,0). A sequir foi estudado o efeito de sais (NaCl, NH4Cl e MgCl,) e de solventes
organicos (etanol, acetona e isopropanol) na solubilidade do PRP. A relacao entre
concentragédo salina e o inverso da constante dielétrica necesséria para 50% da
precipitacao do PRP foi exponencial, conforme previsto pela teoria DLVO. Os dados
experimentais suportam a ideia de que a natureza do solvente tem pouca influéncia
no balango de forgas eletrostaticas do sistema. A natureza dos sais, contudo, foi um
fator determinante na alteracdo da solubilidade do PRP, conforme predito por
Hofmeister. Os resultados da precipitacdo de PRP com NaCl ou MgCl, e etanol
foram analisados com o modelo de condensacao i6nica de Manning, que indicou
que a precipitacao ocorre a uma fracao fixa de neutralizagao de cargas do polimero.

Palavras-chave: Precipitagdo, polissacarideos, coloides - estabilidade, condensagao
idnica.



ABSTRACT

Haemophilus influenzae type b is a pathogenic bacterium that causes pneumonia,
septicemia, and meningitis in humans. The most effective way to prevent its infection
is through vaccination with the bacteria capsular polysaccharide polyribosyl-ribitol-
phosphate (PRP) as the vaccine antigen. The PRP purification process comprises
several ethanol precipitation steps in the presence of salts. Similar strategies are also
used in downstream processes of other charged polysaccharides, such as xanthan,
pectin and alginate. However, the mechanism of precipitation of charged
polysaccharides remains only partially understood. In the case of PRP, there are no
specific reports about its solubility. Therefore, the aim of this work was to study the
PRP precipitation from aqueous solutions containing organic solvents and salts in
order to contribute to the elucidation of its molecular mechanism. Due to the colloidal
nature of PRP, the variables investigated were those which affect the stability of
colloidal systems. The effect of the PRP initial concentration (100-1,000 mg/L) on its
solubility in water-ethanol was first investigated: the higher the initial PRP
concentration, the higher was the polymer concentration in the liquid phase at
equilibrium. This effect was more pronounced at low salt concentrations. The pH, the
second variable investigated, was not relevant in changing PRP solubility at the pH
values studied (6.0 and 7.0). We also examined the effect of salts (NaCl, NH4Cl, and
MgCl,) and organic solvents (ethanol, acetone, and isopropanol) on the PRP
solubility. The relation between salt concentration and the inverse of dielectric
constant required for 50% PRP precipitation was exponential, as predicted by the
DLVO theory. Experimental data support the idea that the nature of the solvent has
negligible influence on the balance between electrostatic forces acting on each
particle. However, the type of salt was crucial in modifying PRP solubility. The results
from PRP precipitation with ethanol and NaCl or MgCl, were analyzed with the
Manning’s counterion condensation model, which indicated that precipitation occurs
at a fixed fraction of polymer charge neutralization.

Keywords: Precipitation, polysaccharides, colloids - stability, ion condensation.
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1. INTRODUCAO

1.1. O PRP e suas caracteristicas

Haemophilus influenzae tipo b (Hib) é uma espécie de bactéria patdégeno
humano, Gram-negativa, que causa diversas doencas, entre elas, pneumonia e
meningite. Infecgbes por Hib sdo mais comuns em criangas, idosos e individuos
imunodeprimidos (KNISKERN; MARBURG; ELLIS, 1995) para os quais a vacinagao
é o principal meio de prevencdo. A vacina contra Hib contém em sua composigéo
um polissacarideo capsular, que na formulagao final € conjugado com uma proteina
para atingir a imunogenicidade desejada (KELLY; MOXON; POLLARD, 2004). O
composto antigénico € denominado poliribosil-ribitol-fosfato (PRP — do inglés
polyribosyl ribitol phosphate), principal componente da capsula bacteriana de Hib,
que esta localizada na regido externa de sua parede celular. Esse polimero é linear
e homogéneo, apresentando um grupo fosfato, um grupo ribosil e um grupo ribitol
em cada mondmero (CRISEL; BAKER; DORMAN, 1975), conferindo assim carga
negativa a macromolécula em condi¢des de pH acima de 2. Devido a sua estrutura,
PRP é instavel em ambientes com pH superior a 7,0 (CINTRA; TAKAGI, 2015).

A producdo de PRP para fins industriais se da pelo cultivo de Hib em
biorreatores no regime de batelada alimentada, utilizando-se meios complexos de
crescimento em condicbes aerdbicas (TAKAGI et al., 2006). Nessas condicées, 0
cultivo ocorre em um periodo de até 24 h e o PRP apresenta massa molecular entre
300 e 700 kDa (CINTRA, 2014). Apb6s o processo de purificacdo, o polimero
apresenta massa molecular maior que 100 kDa e a relagdo entre a massa de PRP e
a massa de acidos nucleicos ou proteinas deve ser maior que 100, de acordo as
recomendagdes da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2000). Para isso,
processos de purificacdo devem ser projetados de forma que essas exigéncias

sejam cumpridas.
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O processo de purificagdo de PRP tradicionalmente envolve etapas de
precipitacao e filtracdo. Esse processo se inicia pela remocao de células, através de
centrifugagado ou microfiltracao, ficando o produto presente na fase liquida. Diversos
processos foram desenvolvidos para a purificagdo do PRP (ALBANI et al., 2015;
HAMIDI; BEURRET, 2009; KUO, 1980; MARBURG; TOLMAN; KNISKERN, 1987),
sendo que em todos eles as etapas fundamentais do processo sdo as de
precipitagcdo com um alcool na presenca de sais e/ou detergentes. Essas etapas
visam a precipitagéo diferencial do produto e das impurezas.

1.2.  Colocagéo do problema

A precipitagdo de macromoléculas ibnicas pela combinacdo de etanol e
sais € utilizada tanto na purificacdo de polissacarideos ibnicos como na de proteinas
e acidos nucleicos. No processo de purificacdo de PRP, séo utilizadas geralmente
duas precipitacoes com etanol na presenca de NaCl, acetato de sddio e fosfato de
sédio, sendo essas operacoes unitarias as principais responsaveis pela reducao de
impurezas do produto final. As condi¢des em que séo realizadas essas precipitacées
sédo determinadas de forma empirica e pontual, nas quais geralmente se escolhe o
sal e o alcool e verificam-se as condicbes em que sao obtidos os melhores
resultados, visando a alta recuperacao e pureza do produto final. Essa abordagem é
limitada na explicacdo do fenbmeno e da pouca margem para a melhoria do
processo. Nao ha relatos de estudos especificos visando a compreensao do
mecanismo molecular de precipitacdo do PRP na presenca de sais, assim como no
caso de outros polissacarideos. Sabe-se que a interacdo polimero-polimero é
importante, mas a relacao entre as forcas eletroestaticas, de van der Waals e efeitos
de hidratacao na estabilizacdo dos polimeros soluveis ainda nao foi completamente
elucidada (AHMAD; DALBY, 2011).

1.3.  Objetivo

O objetivo deste trabalho foi estudar a precipitacdo de PRP em solucdes
aquosas contendo sais e solventes organicos, visando a contribuir para a elucidacao
de seu mecanismo molecular e assim fornecer subsidios para o desenvolvimento de

processos mais eficientes para a sua purificagao.



15

1.4. Estratégia

A estratégia fundamental escolhida foi estudar a solubilidade de PRP pela
analise da sua precipitacdo em diferentes sistemas contendo o PRP, solvente
organico, sal e agua. As principais variaveis consideradas sao aquelas que afetam a
estabilidade de uma dispersédo coloidal, como composi¢cao do solvente, pH e efeito
da concentracdo e natureza dos sais presentes em solugcdo. Além destas, estudou-
se o efeito da concentracao inicial de PRP, que apresentou influéncia inesperada na
sua precipitagédo. Utilizou-se como material de partida o PRP purificado através do
método descrito por Albani et al. (2015), cuja pureza € superior a 99% em relagéo a
proteinas totais e acidos nucleicos. A concentracdo de PRP na solucéo estoque era
3,89 g/L e sua massa molecular 92 kDa.

O estudo da influéncia de cada fator foi realizado segundo a estratégia
OVAT (do inglés one-variable-at-a-time), na qual apenas uma variavel foi estudada
por vez. Inicialmente estudou-se o efeito da concentracao inicial do PRP e do pH do
solvente na sua solubilidade. A seguir, optou-se por verificar a relacdo entre a
concentragdo de solvente necessaria para promover a precipitacdo de PRP e a
concentragdo salina do sistema, utilizando os solventes etanol, acetona e
isopropanol e os sais NaCl, NH4Cl e MgCl,. Por ultimo, verificou-se o efeito de
diferentes céations na precipitacao de PRP.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Devido as suas dimensbes, polissacarideos sao classificados como
coloides e por isso estdo sujeitos a todas as forgas que atuam sobre sistemas
coloidais. A reducao da solubilidade e agregagao desses polimeros ocorre devido ao
balanco de forcas de atracao e repulsdao que atuam sobre cada particula coloidal.
Nos préximos itens serdo descritas as caracteristicas gerais de coloides, quais
forcas atuam sobre os sistemas coloidais e quais as principais variaveis que afetam
a estabilidade desses sistemas. Para isso serdo apresentadas a teoria de
estabilidade de dispersdes coloidais e a teoria da condensacao ibnica. A primeira
teoria propde a quantificacdo da influéncia das principais variaveis nas forcas que
atuam sobre cada particula e a segunda aborda o modo e a extensdo que ocorre a
ligagdo entre os coloides carregados e os contraions do sistema. Serdo discutidas
também as caracteristicas gerais e estratégias de reducdo de solubilidade de
polissacarideos.

2.1. Coloides

Sistemas coloidais sdo caracterizados por apresentar um soluto insoluvel
disperso em uma fase liquida continua. Esse comportamento € observado devido as
dimensdes do soluto, denominado coloide, cujo comprimento de pelo menos uma
das dimensdes se encontra na escala nanométrica, aproximadamente entre 1 nm e
1 um (HUNTER, 2001). Dispersées coloidais podem ser formadas por fase dispersa
e meio dispersante solido, liquido ou gasoso (Tabela 1). Dispersbes de
macromoléculas organicas, como polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos
suspensos em solugao aquosa sao exemplos classicos de sistema coloidais.

Segundo a proposta de Freundlich (1926), coloides podem ser
classificados como liofébicos ou liofilicos, de acordo com a sua capacidade de
interacdo com o solvente. Coloides liofdbicos apresentam baixa afinidade pelo
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Tabela 1 - Exemplos de sistemas coloidais. Adaptado de Hunter (2001).

Meio dispersante = Fase dispersa Nome técnico Exemplos

] Sélido Aerosol Fumaca
Gas Liquido Aerosol Desodorante spray
Solido Dispersao Sangue
Liquido Liquido Emulséo Leite
Gas Espuma Espuma de barbear

solvente e formam dispersdes instaveis, sujeitas a agregacdo das particulas e
separacao de fases. Compostos liofilicos apresentam alta afinidade pelo solvente e
formam dispersdes estaveis. Claramente, a classificacdo segundo esse conceito nao
€ baseado em uma propriedade intrinseca do coloide, mas depende do solvente que
constitui o sistema. No caso de sistemas aquosos, coloides liofébicos e liofilicos sdo
denominados hidrofébicos e hidrofilicos, respectivamente. Kruyt (1952) emprega a
mesma classificacdo e adiciona o conceito de reversibilidade na agregacao dos
sistemas coloidais, para o qual o termo liofilico se refere a processos reversiveis,
enquanto que liofobico indica a irreversibilidade do processo. Apesar de essa
classificacdo apresentar apenas dois extremos, existem sistemas que apresentam
uma mistura dos dois tipos de comportamentos (HUNTER, 2001). Enquanto
sistemas coloidais liofilicos se encontram em um estado de energia minima de
Gibbs, sendo portanto estadveis termodinamicamente, os sistemas coloidais
liofébicos atingem o equilibrio termodindmico com a agregacédo irreversivel das
particulas. Contudo, dispersées de coloides liofébicos podem encontrar-se em
regides pseudo-estaveis, de equilibrio cinético apenas (NORDE, 2011). Devido a
instabilidade desses sistemas, coloides liofébicos sao os principais objetos de
estudo da ciéncia dos coloides. Conceitos de estabilidade desses sistemas serdo
apresentados na sessao 2.1.1.

2.1.1. Estabilidade de sistemas coloidais liofébicos

Sistemas coloidais liofébicos sdo naturalmente instaveis e sujeitos a

agregacao irreversivel das particulas, devido a minimizagdo da energia livre.
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Entretanto, existem condicbes de pseudo-estabilidade, nas quais o balanco de
forcas que atuam sobre o sistema resulta no favorecimento da dispersdo. Essas
forcas podem ser divididas entre repulsivas e atrativas, cujas principais responsaveis
séo as forcas de Coulomb e forgas de van der Waals, respectivamente. A magnitude
de cada uma delas depende das caracteristicas do coloide, como forma, tamanho e
densidade de cargas, assim como as caracteristicas da fase dispersante, como
presenca de compostos sollveis, forga ibnica e constante dielétrica. Nos itens a
seguir, serdo apresentados os principais fatores que afetam a estabilidade de
coloide liofébicos, como as forcas de van der Waals e da dupla camada elétrica,

assim como a natureza dos sais presentes no sistema.

21.1.1. Forcas de van der Waals

Interac6es de van der Waals, ou de dispersao, sdo forgas de longo
alcance de atracado entre moléculas, que incluem o conjunto de trés interacdes
resultantes da natureza dos dipolos da fase dispersa: Keesom, Debye e London.
Interac6es de Keesom ocorrem entre dipolos permanentes e orientam as moléculas
espacialmente. Interacbes de Debye se referem a formacdo de dipolo em um
composto ndo polar, induzido pela presenca de um dipolo permanente. Finalmente,
interacdes de London sdo aquelas nas quais ha a formacao de dipolos transientes
induzidos por moléculas nao polares (PARSEGIAN, 2006). A totalidade da Forca de
van der Waals, F,4y, pode entdo ser compreendida como a soma das trés

interacdes (Equacao 2.1):

c Cpeb C
Keesom + ebye London (21)

deW x x6 X6 X6

em que c¢; € uma constante caracteristica de cada interacdo e x € a distancia entre
as particulas.

Em sistemas nos quais a interacdo entre corpos relativamente grandes,
como no caso de sistemas coloidais, a interacdo de London é a grande responsavel
pela totalidade da forca de van der Waals, sendo que para coloides carregados, a
interacao de Debye também contribui expressivamente para a totalidade dessa forca
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(HUNTER, 2001). Uma estimativa das forcas de dispersao é dada pela aproximacgao
de Derjaguin (TREFALT; PALBERG; BORKOVEC, 2017), conforme a Equacéo 2.2:

—H'Tr
12x2

Foaw = (2.2)
na qual H é a constante de Hamaker (HAMAKER, 1937), r é o raio da particulae x é
a distancia entre as particulas.

A constante de Hamaker considera a natureza das particulas suspensas e
a natureza do solvente, assumindo valores aproximadamente constantes em um
determinado sistema. Dessa forma, a interacdo entre dipolos ¢é afetada
majoritariamente pela distancia entre os coloides e também pela facilidade com que
forcas eletroestaticas sdo propagadas pelo meio, caracteristica representada pela
constante dielétrica do solvente (HAMAKER, 1937).

A principal forga repulsiva, que se contrapde as forcas de van der Waals é
denominada for¢a da dupla camada elétrica, que sera apresentada no item a seguir.

2.1.1.2. A dupla camada elétrica

Coloides suspensos podem apresentar cargas em sua superficie,
advindas da dissociacao ou associagao de ions (NORDE, 2011). Quando o sistema
encontra-se em equilibrio, as cargas da superficie coloidal sdo neutralizadas por
contraions presentes na fase adjacente, levando a minimizacao da energia livre do
sistema. A for¢ca motriz dessa interacdo é a forca eletrostatica entre as particulas,
descrita pela lei de Coulomb. Segundo essa lei, proposta por Charles Augustin
Coulomb em 1783, o mddulo da forca eletrostatica F entre duas particulas com

carga q, e q, € dada pela Equacgéao 2.3:

— 1 ©a
T amey x2 (2'3)
na qual g, é a permissividade no vacuo e x € a distancia entre as particulas.
O conjunto da superficie carregada e a camada ibnica adjacente é
comumente denominada dupla camada elétrica (VERWEY; OVERBEEK, 1948). A
distribuicdo dos ions na segunda camada tem sido amplamente estudada e trés



20

modelos descrevem a possivel disposicdo dos compostos carregados em solugao.
Sdo eles o modelo do condensador molecular, desenvolvido por Helmholtz
(HELMHOLTZ, 1853), o modelo Gouy-Chapman da dupla camada difusa, nomeado
segundo seus desenvolvedores, Chapman (1913) e Gouy (1910), e o modelo Gouy-
Chapman-Stern desenvolvido por Stern (STERN, 1924), que adaptou o conceito da
dupla camada difusa.

O modelo do condensador molecular considera que todos os contraions
estdo posicionados adjacentes a superficie, a uma distancia (d) igual a soma dos
raios dos ions da superficie e dos contraions, hidratados ou nédo (Figura 1). Neste
modelo, o potencial elétrico a uma distancia x da superficie, ¥(x), decai linearmente

e atinge o potencial nulo a distancia d.

L

X

Figura 1 — Representagdo da dupla camada elétrica segundo o modelo do
condensador molecular. Adaptado de Norde (2011).

O modelo Gouy-Chapman considera que a disposicdo das cargas
elétricas proximas a superficie € resultante do equilibrio de forgas eletrostaticas e
nao-eletrostaticas, que tendem a dispersar os ions homogeneamente pela solucéo,
principalmente pela manutengdo da carga liquida nula em todo o sistema
(LYKLEMA, 1995; NORDE, 2011). O balanco entre essas forcas faz com que a
variacdo na queda do potencial elétrico seja exponencial a medida que se distancia

da superficie (Figura 2).
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X

Figura 2 - Representacdo da dupla camada elétrica segundo o modelo Gouy-
Chapman. Adaptado de Norde (2011).

Em situacdes onde o potencial elétrico na superficie ndo € muito elevado,
o seu valor em funcao da distancia para a superficie coloidal pode ser calculado
segundo a Equacéao 2.4 (NORDE, 2011):

Y(x) = e (2.4)

em que Y, é o potencial elétrico na superficie, x é a distdncia para a superficie e k €
o comprimento reciproco de Debye, que pode ser calculado como fungdo da
concentracdo e carga dos ions em solucdo e da constante dielétrica do meio,
conforme a Equacgao 2.5 (NORDE, 2011; TREFALT; PALBERG; BORKOVEC, 2017):

2 _ F2¥icizi® _ q*LaYicizi® _ 2e’Lgl (2.5)
£goRT egokT egokT )

K

em que F é a constante de Faraday, c; € a concentracao do ion i, z; é a valéncia do
ion i, I é a forgca ibnica, € € a constante dielétrica do meio, ¢, é a permissividade no
vacuo, R é a constante dos gases, T € a temperatura, q é a carga elementar, L, € a
constante de Avogadro e k é a constante de Boltzmann. O comprimento reciproco
de Debye (k) é proveniente da teoria de Debye-Hulckel, que descreve solucdes
eletroliticas diluidas. Neste trabalho também utilizaremos o termo comprimento de
Debye (1/k), cuja unidade é o Angstrom (A).
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A partir dos conceitos de decaimento do potencial elétrico da superficie
(Equacédo 2.4) e do comprimento reciproco de Debye (Equacédo 2.6), € possivel
calcular a forca atuando sobre as particulas devido a dupla camada elétrica (Fy..),
segundo a aproximacgao de Derjaguin (TREFALT; PALBERG; BORKOVEC, 2017):

Fice = 2mReg K e ™ (2.6)

Pela analise das Equagbes 3 e 4, verifica-se que o comprimento de
Debye é a distancia em que o potencial elétrico atinge o valor y,/e e que a extensao
da dupla camada, representada por 1/k, é reduzida com o aumento da forga ibnica,
com o aumento da valéncia dos contraions e com a diminuicdo da constante
dielétrica do meio, conforme exemplificado na Figura 3.

(A) (B)

1,0 - 1,0 -

Forga iGnica
[mirnol/L]
0.8 1 9.5 1 Constante

1 Dielétrica (=)
0,6 s 0,5 4 &0

= 5
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3 3
0,4 30 0,4 4 ao

e 1010 20

0,2 1000 0,2
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(C)
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0,8 4
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0,4 4
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0,2 4

0,0
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Figura 3 — Representacdo da relagdo entre potencial elétrico da dupla camada
elétrica e a forgca ibnica (A), constante dielétrica (B) e valéncia dos ions (C).
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O modelo de Gouy-Chapman-Stern consiste em considerar um volume
finito aos contraions, de forma que a camada de contraions adjacente a superficie
coloidal se comporte como o modelo do condensador molecular, enquanto que fora
dessa camada, a distribuicdo das cargas ocorre segundo o modelo da camada
difusa (NORDE, 2011). A representacdo desse modelo é apresentada na Figura 4,
em que a distancia m equivale ao raio do contraion e d equivale ao raio do contraion
hidratado.

Superficie coloidal

wix)

wom Y|
e
yid)

Figura 4 - Representacdo da dupla camada elétrica segundo o modelo Gouy-
Chapman-Stern. Adaptado de Norde (2011).

21.1.3. Teoria DLVO

Coloides em dispersdo estdo em constante movimentagcdo e
consequentemente sujeitos a forcas de atragdo e repulsdo. Como visto
anteriormente, forcas de van der Waals estdo sempre presentes e geralmente
resultam em atracdo entre moléculas de um mesmo material (OVERBEEK, 1966). A
estabilidade de uma solugéo coloidal depende entdo da presenca de forcas que se
contrapdem as interacdes de van der Waals. No caso de particulas carregadas,
como em solucdes coloidais eletroliticas, a principal forca que faz esse papel é a
chamada dupla camada elétrica, também descrita anteriormente. A relacdo
quantitativa entre essas duas forcas de longo alcance foi proposta separadamente
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por Derjaguin e Landau (1941) e Verwey e Overbeek (1948) e hoje a conhecida
como teoria DLVO, nomeada segundo seus desenvolvedores.

De forma geral, a teoria DLVO trata da explicagdo do fenémeno de
interacdo entre particulas coloidais e a sua agregagéao através do calculo da forga
resultante que atua sobre os coloides, denominada nesse trabalho de forgca DLVO
(Fprvo)- Sua intensidade pode ser calculada pela soma das contribuicbes das
energias livres das interagdes de van der Waals (F,qy,) € das interagdes das duplas
camadas elétricas (F;..) (NORDE, 2011; TREFALT; PALBERG; BORKOVEC, 2017).
Uma boa aproximacao da forca DLVO que atua sobre cada particula é funcéo da
distancia (x) entre as moléculas, conforme a Equacao 2.7, em que F,aw © Face

podem ser calculadas de acordo com as Equacgdes 2.2 e 2.6:

Fprvo () = Fyaw (%) + Fce (x) (2.7)

Como resultado, o perfil tipico das forcas que atuam sobre um sistema
coloidal é apresentado na Figura 5.

Repulsao

e che
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secunddrio

Forga
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/ deW
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Atracao

Figura 5 — Representacao das forgcas que atuam sobre cada coloide, em fungéo da
distancia entre particulas.

Na Figura 5 pode-se verificar que proximo ao contato entre as moléculas,
existe um minimo de forca, denominado como minimo primario, que é determinado
pela grande contribuicdo das forcas de van der Waals, o0 que resulta em agregacao
irreversivel entre os coloides (NORDE, 2011). O distanciamento das particulas
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resulta em um pico, seguido por um segundo minimo, menos acentuado que o
primeiro, denominado minimo secundario. Essa regido € considerada metaestavel,
pois devido a minimizagdo da energia de Gibbs, ocorre a agregacao reversivel dos
coloides. O pico é formado devido a forte contribuicao das forgas de repulsao, sendo
este verificado a uma distancia préxima ao comprimento de Debye.

A andlise da forca DLVO para diferentes sistemas mostra que os
principais fatores que a afetam s@o a forga i6nica e a densidade de cargas do
coloide (o), que por sua vez é diretamente proporcional a constante dielétrica do
sistema, conforme indicado na Equacgao 2.8 (TREFALT; PALBERG; BORKOVEC,
2017):

0 = ggokYy (2.8)

Para a exemplificacdo da influéncia dos principais parametros em um
sistema coloidal, os valores da forca DLVO foram calculados segundo as equacgdes
2.2, 2.6 e 2.7, em sistemas variando a forga ibnica (Figura 6), a constante dielétrica
do meio (Figura 7) e a valéncia do cation (Figura 8). Em todas as situagcbes foram
utilizados os valores para as constantes e variaveis do sistema conforme a Tabela 2.

20 -
Forcga ibnica
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_20 .
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Figura 6 — Forca DLVO sobre particulas em um sistema coloidal na presenca de
diferentes concentragdes de eletrdlito monovalente. Constante dielétrica igual a 80.
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Figura 7 — Forca DLVO sobre particulas em um sistema coloidal com diferentes
constantes dielétricas do solvente. Forga ibnica, 10 mmol/L.
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Figura 8 - Forca DLVO sobre particulas em um sistema coloidal na presenca de sais
de cations valéncias distintas. Concentracao salina, 10 mmol/L; constante dielétrica,
80.

Como se pode observar na representacao da Figura 6, sistemas coloidais
sao muito sensiveis a variagdes de forca idnica. Enquanto que em concentracdes
baixas de eletrélitos a forca DLVO ¢é definida majoritariamente pelas forcas da dupla
camada elétrica, a medida que se aumenta a concentracdo salina, o sistema passa
rapidamente a ser definido exclusivamente pelas forcas de van der Waals, o que
resulta em instabilidade do sistema e consequente agregacao dos coloides.

O efeito da alteracdo da constante dielétrica do sistema pode ser
observado na Figura 7. Neste caso, valores mais altos da constante dielétrica
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Tabela 2 - Constantes e variaveis utilizadas para o célculo das forgas DLVO.

Composto Valor Unidade
Constante dos gases (R) 8,3145 J-K-mol™
Constante de Boltzmann (k) 1,3806-10%° m?kg-s?K
Permissividade no vacuo (g,) 8,8542:107'2 F-m”
Carga elementar (q) 1,6022-107"° C
Constante de Avogadro (L) 6,0221-10%° mol™
Constante de Hamaker (H) 5,0-10% J
Potencial da dupla camada (i) -10 mV
Temperatura (T) 298,15 K

favorecem a repulsao entre os coloides e a consequente estabilizacao da disperséo.
A diminuicdo da constante dielétrica do sistema, resultante na pratica da simples
alteracdo na constituicao da fase dispersante, diminui também o efeito da dupla
camada elétrica e a forca DLVO passa a ser definida majoritariamente pelas forgas
de van der Waals.

O ultimo fator fundamental que afeta a magnitude da forca DLVO que
sera abordado nesse trabalho é a valéncia dos ions em solugdo. Conforme descrito
na Equacgéo 2.5, ndo ha distincdo entre cations e anions na formulagéo da teoria da
dupla camada elétrica. A fim de simplificar a descricdo do fendmeno, consideramos
a valéncia do anion igual a -1. Assim, verifica-se que o aumento da valéncia do
cation resulta em drastico aumento da contribuicdo das for¢cas de van der Waals no
sistema (Figura 8). Apesar de o0 modelo DLVO prever a influéncia da forga idnica do
sistema, ele ndo é adequado para descrever a diferenca entre a estabilidade de
sistemas na presenca de ions de diferentes naturezas, pois considera apenas a
valéncia destes.

2.1.1.4. Série de Hofmeister

A teoria DLVO é extremamente importante na descricdo de fendbmenos
em sistemas coloidais. Entretanto, a influéncia de sais € contabilizada apenas pela
sua valéncia e concentragdo, ndo havendo qualquer distingdo entre coions e
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contraions. O Unico efeito especifico considerado é na teoria de Stern, que leva em
conta o raio dos contraions na camada adsorvida ao coloide. De uma maneira geral,
falhas na formulacao da teoria DLVO estéo relacionadas a simplificagcdo das forgas
de dispersdo — majoritariamente tidas como forcas de van de Waals — e por
negligenciar a contribuicdo de forcas nao eletrostaticas importantes, como
polarizacdo e hidratacdo de ions, interacdes fon-solvente e ion-ion (BOSTROM et
al., 2005). Antes da formulagdo da teoria DLVO, em 1888, Hofmeister ja havia
relatado em uma série de artigos o papel fundamental da natureza dos sais na
estabilidade de proteinas em solugdo. Seus experimentos mostraram que o0s sais
podem ser ordenados de acordo com a sua efetividade em promover a estabilizacdo
ou desestabilizagdo dos polimeros em solugées aquosas (KUNZ; HENLE; NINHAM,
2004). Segundo esse critério, os sais podem ser definidos como cosmotrépicos e
caotropicos. Apesar de ser formulada para sais, a série de Hofmeister, ou série
liotropica, & geralmente representada para cations e anions separadamente,

conforme esquematizado na Figura 9.

NH," ¢, RbT K* Na* Lit Mg?* ca?t

$0,°~ HP0,*” Citrato~ OH~ Cl~ Br~ NO; ClO; SCN~

cosmotrépicos caotrépicos

Figura 9 — Ordem tipica da série de Hofmeister para cations e &nions. Adaptado de
Kunz (2010).

Desde o primeiro relato, verificou-se que diversos fendmenos na presenca
de sais seguem a série de Hofmeister, com apenas algumas eventuais
modificacdes. Entre eles, podemos destacar a atividade enzimatica, a estabilidade e
a cristalizagdo de proteinas, as interagcbes entre proteinas, a agregacado de
polimeros e o crescimento microbiano (ZHANG; CREMER, 2006). Segundo Collins e
Washabaugh (1985), os efeitos da série de Hofmeister em solu¢des aquosas sao
importantes quando a concentracdo salina encontra-se entre 0,01 e 1,0 mol/L e o
efeito dos anions é mais acentuado que o efeito dos cations.

Embora exista uma vasta gama de aplicacdo da série de Hofmeister, a

razao pela qual os ions sao organizados dessa forma ainda nao foi completamente
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elucidada. Sabe-se que alguns fatores sdo fundamentais na especificidade dos ions,
como sua densidade de cargas, a estrutura e disposi¢cao do solvente, a composicao
do meio, a natureza dos contraions, a estrutura e composi¢ao das superficies e a
concentragao salina (KUNZ, 2010).

Como complemento a teoria DLVO e as observacdes de Hofmeister, sera
descrita a seguir a teoria da condensagéao iénica.

2.2. Condensacao ibnica

A teoria de condensacgao ibnica € um complemento da teoria DLVO e
propde descrever o modo e a extensdao que 0s contraions se ligam aos grupos
carregados de coloides, que neste trabalho serdao considerados apenas
polieletrélitos. Essa teoria foi desenvolvida por Manning em uma série de artigos
(MANNING, 1969a, 1969b, 1969c, 1977) e é aplicavel a polieletrolitos cujos grupos
carregados se distribuem uniformemente ao longo da molécula. Nessa classe, estao
inclusos polimeros lineares, como &cidos nucleicos e alguns polissacarideos
carregados, como o PRP. Assim como a teoria DLVO, o fenébmeno de condensacao
molecular de contraions a polieletrolitos € regido pela interagdo entre cargas
presentes em solugéo, conforme descrito inicialmente na teoria de Debye-Huckel
(MANNING, 1969b). Contudo, existem diferengas significativas entre sistemas de
eletrélitos pequenos e polieletrdlitos. A idealidade da teoria de Debye-Hlickel se
encontra em solugdes infinitamente diluidas. Devido a alta densidade de cargas de
polieletrélitos, independente da sua concentracdo, sempre haverd inumeros
contraions ligados aos grupos i6nicos dos polieletrdlitos. Assim se torna impossivel
experimentalmente o estudo de solugdes diluidas do polimero (MANNING, 1969b).
Dessa forma, uma nova abordagem se fez necesséaria, de modo a descrever o
comportamento polieletrolitos. Este modelo assume as seguintes premissas
(MANNING, 1969b):

(a) A cadeia do polieletrélito é considerada uma linha carregada, infinita e
homogénea, cuja densidade de cargas, £, é constante.

(o) A interacdo entre duas ou mais cadeias de polieletrdlito €
negligenciada, independente da concentragdo de sal adicionado ao

sistema.
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(c) A constante dielétrica do sistema, ¢, € considerada como a do solvente

puro, sem a presenca de sal.

(d) Para solucdes diluidas, a condensacao de ions aos grupos carregados
do polieletrolito ocorre para a diminuicdo do parametro de densidade
de cargas, &, para o valor unitario.

(e) O comportamento fisico dos ions moéveis nao condensados pode ser
descritos pela aproximagao de Debye-Huckel

2.2.1. Modelagem matematica da condensacgao iénica

A condensacéo ibnica em um determinado polieletrélito é funcdo de sua
densidade axial de cargas, que por sua vez € fungcdo do espagamento meédio entre
cargas, b. O parametro estrutural adimensional de um polimero é proporcional a
densidade de cargas e é definido pela Equagdo 2.9 (FLOCK; LABARBE;
HOUSSIER, 1996; MANNING, 1978):

2

E_ q

- 4meegkTh

(2.9)

onde g é a carga elementar, ¢ € a constante dielétrica do solvente, e, € a
permissividade no vacuo, k é a constante de Boltzmann, T é a temperatura em
Kelvin e b é a distancia axial entre grupos carregados do polimero

Segundo Manning (1978), a partir do conceito de ¢ é possivel definir
condensacao idnica como “O modo de ligacdo de contraions de valéncia N a um
polieletrélito € chamado de condensacao se, em um ambiente contendo apenas uma
Unica espécie de contraion, a fracdo de cargas do polieletrélito é igual ao valor
constante (N&)~! em uma ampla faixa de concentragao”.

Como consequéncia, a carga efetiva de cada grupo carregado do
polieletrdlito, q.f, pode ser descrita como a fragdo da carga inicial, qo, reduzida pelo
numero de contraions de valéncia N ligados a cada carga do polieletrélito, 8y,
conforme representado na Equacéo 2.10 (MANNING, 1978):

L=1-Noy =W (2.10)
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A definicdo da condensacao ibnica considera apenas a presenca de
concentragdes muito baixas de contraions. Nessas condigbes, a extensdo da
condensacdo ibnica permanece inalterada. Contudo, pode-se verificar
experimentalmente que o aumento da concentragdo salina do sistema resulta em
maior ligacdo dos contraions aos grupos carregados do polieletrélito. Isso ocorre,
pois solucdes de polieletrdlitos estao sujeitos as mesmas interagdes eletrostaticas
que compostos i6nicos menores. Portanto, a modelagem do sistema de
polieletrélitos precisa considerar as interagées de Coulomb entre 0s seus grupos
carregados e o efeito conjunto desses grupos sobre os contraions.

Examinando o efeito de Debye-Hickel para a redugdo do campo elétrico
entre cargas, temos que a contribuicao de cada par de cargas do polieletrdlito, i e j,
para a energia livre do sistema é dado pela expressao 2.11 (MANNING, 1978):

i " 2.1)
na qual o comprimento reciproco de Debye, k, € a forca idnica, |, sdo apresentados
nas Equacdes 2.12 e 2.13, em que ¢; € z; sd0 a concentracdo e a valéncia dos

grupos ibnicos i presentes no sistema:

K2 = LLR’T (2.12)
I =23z (2.13)

Segundo Manning (1978), a energia livre do sistema pode ser calculada
pela soma de duas contribuicdes principais: a energia necessaria para carregar 0s
grupos do polieletrolito através da sua desprotonacao e a energia livre da mistura de
todos os compostos ibnicos em solugdo com o solvente. Em sistemas nos quais a
forca iGnica do sistema é muito maior que a concentracao de grupos carregados do
polieletrélito, a energia livre da dissociacdo dos protons de cada grupo do
polieletrélito (g.;) € dada pela Equacao 2.14, resultante da soma da Equacgéao 2.11

em todos os pares de cargas vizinhas (i, j) em um polimero linear:

Jer = —(1 = NBy)? &In(1 — e~ *P) (2.14)
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Outra contribuicdo para a energia livre do sistema (gi,) 0corre pelo efeito
da mistura de contraions MV livres e ligados, e moléculas do solvente, de acordo
com a Equagéo 2.15 (MANNING, 1978):

Imix = Oy ln(loggN/(CN — 6OyCp) Vp) (2.15)

na qual Vp é o volume da regidao onde os contraions estdo ligados aos grupos
carregados no polieletrélito, cy é a concentracdo de céations de valéncia N e cy é a
concentragao de polimero. V, é dado em cm®mol do polimero, e ¢y em mol/L.

As Equacbes 2.14 e 2.15 nos mostram que g,; diminui com o aumento de
Oy e tende a maxima associacao de ions entre os grupos carregados do polimero
com o aumento da forga ibnica, ou seja, N0y — 1. O valor de g, POr sua vez,
aumenta com o aumento de 6y, sendo que o aumento da forca ibnica tenderia a
dissociacdo completa, e consequente N8y — 0. O estado de equilibrio no qual ocorre
a minimizacao da soma das energias g,; € gmix resulta em um estado intermediario
de dissociagao incompleta.

De uma forma geral, o estado de equilibrio de associagdo de contraions a
um polieletrélito € atingido pela minimizacdo da energia livre, cujas contribuicées
foram apresentadas nas Equacbes 2.14 e 2.15. O resultado é uma equacgao
transcendente em fungcédo de 6y (Equacédo 2.16) (FLOCK; LABARBE; HOUSSIER,
1996; MANNING, 1978):

1+1In (2% ) = —2 N & (1 - N6) In(1 — ™) (2.16)

Vp(CN—6ONCp)

No limite de concentracdo de contraion tendendo a zero, o valor de 6y
que satisfaz a Equagéo (2.16) pode ser calculado pela Equagéo (2.17), em que 6, €

a fragdo de cargas neutralizada do polimero:

Considerando a condicdo de baixas concentracdes salinas, Vp € dado
pela Equacdo 2.18, obtida através das equagbes 2.12, 2.16 e 2.17 (MANNING,
1977, 1978):

Vp = 4meL ,N'v (v +v')(§ = N"1)b3 (2.18)



33

na qual N, N, v' e v sdo as valéncias dos coions e contraions e seus respectivos

coeficientes estequiomeétricos na férmula molecular do sal, respectivamente.

2.2.2. Exemplos e implica¢des da teoria da condensagéo iénica

A formulagao da teoria de condensacéo idnica esta fundamentada no fato
de que polieletrolitos lineares podem ser considerados como infinitos, devido ao seu
grande numero de grupos carregados e pequena distancia média entre eles, b,
resultando assim em alta densidade linear de cargas. Exemplos de b para diferentes
polieletrélitos sdo apresentados na Tabela 3. Esses valores independem das
principais variaveis do sistema, como forga ibnica e constante dielétrica, mas podem

variar de acordo com a estrutura tridimensional do polimero.

Tabela 3 — Exemplos de polieletrélitos e suas respectivas distancias médias entre
grupos carregados.

Polieletrélito b (A) Referéncia

Polissacarideo  capsular 1,4 (ISAAC et al., 1979)
de Klebsiella sp.

DNA nativo 1,7 (RECORD; ANDERSON; LOHMAN, 1978)
Dextrana Sulfato 2,6 (WELLS, 1973)

Heparina 2,9 (RABENSTEIN; ROBERT; PENG, 1995)
Xantana (dupla hélice) 2,9 (JONES et al., 1987)

DNA desnaturado 4,3 (RECORD; ANDERSON; LOHMAN, 1978)
Poligalacturonato 52 (WINZOR et al., 2004)

Xantana (hélice simples) 5,8 (JONES et al., 1987)

Xantana (random coil) 6,4 (JONES et al., 1987)

Devido a estrutura do DNA, a facilidade de sua purificacdo e a ampla
disponibilidade de métodos de analise de sua estrutura, esse composto € o principal
modelo para o estudo da condensacgao iénica. Portanto, neste trabalho analisaremos
resultados experimentais utilizando DNA descritos na literatura, com o objetivo de

explicar fendbmenos que ocorrem em diversos polieletrélitos, inclusive o PRP.
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Conforme a formulacgao teérica apresentada na Equacgao 2.9, o parametro
estrutural adimensional, &, € inversamente proporcional a b. No limite de baixas
concentragbes, 6, e Vp, podem ser calculados pelas Equagbes 2.17 e 2.18,
respectivamente. No caso de contraions com alta densidade de cargas, assume-se
que a condensacao seja territorial, ou seja, os ions nao perdem a sua camada de
hidratagdo original e ficam “livres” para circular em um volume definido proximo a
cadeia do polieletrélito (MANNING, 1979). Conforme exemplificado na Tabela 4,
verifica-se que, respeitando o limite de baixas concentracdes salinas, 0 aumento de
b resulta em menor neutralizacdo do polimero e maior volume onde os contraions

estao ligados.

Tabela 4 — Valores calculados de &, 6, e Vp, no limite de baixas concentragdes
(c; = 0), para um polieletrélito com espagcamento médio entre cargas b na presenca
de um sal monovalente. Temperatura de 298,15 K e € igual a 78,5.

b (A) & 0p Vp (cm®/mol)
0,5 14,3 0,93 68

1,0 7.1 0,86 253

1,7 4,2 0,76 647

3,0 2,4 0,58 1533

4,0 1,8 0,44 2067

5,0 1,4 0,30 2201

* espacamento médio entre grupos fosfato do DNA.

A modelagem do sistema segundo a teoria da condensacao ibnica
considera que 0s grupos carregados vizinhos atuam em conjunto para a atragao
eletrostatica dos contraions. Devido a pequena distancia entre as cargas do
polieletrélito, essa simplificacdo é valida para baixas concentra¢des salinas, em que
a extensao de influéncia do campo eletrostatico de cada grupo, representado por
k=1, € muito maior que b (MANNING; RAY, 1998).

Conforme visto anteriormente, o aumento da forga ibnica resulta em uma
maior blindagem eletrostatica do sistema, diminuindo assim o valor de k1.
Consequentemente, em sistemas com altas concentragbes salinas, k= pode se

tornar menor que b, descaracterizando assim a simplificagéo inicial. Como regra
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pratica, o modelo de condensacao ibnica pode ser utilizado com precisdo em
sistemas em que o valor de kb € menor do que a unidade (MANNING; RAY, 1998;
MANNING, 1978). Em contraste com a teoria de Debye-Hickel, em diversos
sistemas essa condicdo limitante s é atingida quando a concentragdo salina é
superior a 1 mol/L (MANNING; RAY, 1998). Na Tabela 5 é apresentado um exemplo
da influéncia da concentracdo de um sal monovalente sobre 6,, juntamente com os
valores de k™! e kb. Pode-se perceber que até o limite de 0,1 mol/L, que é a
condicdo limitante de Debye-Huckel, 8, ndo apresenta grandes variagbes. A partir
desse ponto, ha um aumento gradativo dessa variavel. Nesse exemplo, a condicao
limitante, quando o valor de kb aproxima-se da unidade, s6 é atingido a

concentracdes salinas superiores a 2 mol/L.

Tabela 5 — Valores calculados de 6p, k € kb de um polieletrélito na presenca de
diferentes concentrages de sal monovalente. Espagamento entre cargas, b, igual a
2 A. Temperatura 298,15 K e ¢ = 78,5.

¢, (mol/L) 0p k1 (A) kb

0,0001 0,72 304,2 0,01
0,001 0,72 96,2 0,02
0,01 0,72 30,4 0,07
0,1 0,74 9,6 0,21
0,5 0,77 4,3 0,46
1,0 0,82 3,0 0,66
2,0 0,90 2,2 0,93

Além do efeito da presenca de sais, o0 modelo da condensacao ibnica
considera também a contribuicAo da constante dielétrica do sistema, tanto na
neutralizacdo de cargas do polimero, quanto na dissociagéo ibnica do sal (FLOCK;
LABARBE; HOUSSIER, 1996; MEL'NIKQOV et al., 1999). Pela analise gréafica das
solugbes da Equacdo 2.16 para diferentes combinacbes de ¢ e forca ibnica, €
possivel constatar que o perfil de 6, € o0 mesmo, independente do valor de ¢ (Figura
10). E possivel constatar também que, conforme discutido anteriormente, para

concentracdes salinas menores que 0,1 mol/L, 8, é praticamente constante.
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forca ionica (mol/L)

Figura 10 — Fracao de contraion monovalente ligado a cada grupo carregado de um
polieletrélito com b igual a 2 A em funcéo da constante dielétrica do solvente e da
forca i6nica do sistema.

Outra consequéncia da formulacdo tedrica € a relacao linear entre 6, e ¢,
decorrente da relagao linear entre 6, e ¢ (Figura 11). Uma aplicacéo pratica de tal
analise grafica € que uma determinada fracao de polieletrélito neutralizado pode ser

alcancada por diversas combinacgdes entre forca ibnica e «.

1,0 -
0,9 - Forga idnica
1000 mmol/L
o 0,8 500 mmol/L
100 mmol/L
0,7 ~ —— 10 mmol/L
————— 0 mmol/L
0,6 . . . .
40 50 60 70 80

constante dielétrica, €

Figura 11 — Fracdo de contraion monovalente ligado a cada grupo carregado de um
polieletrélito (6,) com b igual a 2 A em funcédo da constante dielétrica do solvente e
da forga ibnica.
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Diversos estudos de agregacdo de DNA na presenca de solventes
organicos e sais apontam que o colapso das moléculas ocorre a uma fracao fixa de
cargas neutralizadas do polimero. Resultados de diversos autores mostram que
independente da forga ibnica e da constante dielétrica do sistema, a precipitagdo do
DNA ocorre quando 88% a 91% dos grupos fosfato estdo neutralizados (ARSCOTT
et al., 1995; BLOOMFIELD; MA; ARSCOTT, 1993; FLOCK; LABARBE; HOUSSIER,
1996). A agregacao ocorre majoritariamente devido as caracteristicas eletrostaticas
do sistema, apesar de existirem outras varidveis envolvidas, como hidratacao,
flutuacao de contraions e ligagdes sitio especificas (BLOOMFIELD; MA; ARSCOTT,
1993). A contribuicdo especifica do solvente, além do efeito da constante dielétrica,
€ considerada inexistente (FLOCK; LABARBE; HOUSSIER, 1996) ou pouco
perceptivel (BLOOMFIELD; MA; ARSCOTT, 1993). O efeito especifico do ion, por
sua vez, é considerado de grande importancia na condensacao i6nica. O modelo
geralmente se aplica para contraions com alta densidade de cargas, como Na*, K" e
Mg®*. Nesses casos, 0s contraions permanecem hidratados e ndo apresentam
interacdes sitio-especificas com o polieletrélito (MANNING, 1979).

2.3. Polissacarideos

Polissacarideos  sao biopolimeros  formados  por  unidades
monossacaridicas unidas em uma cadeia principal. Essas cadeias podem ser
homogéneas, nas quais ha apenas um tipo de monémero, ou heterogéneas, em que
dois ou mais mondmeros estdo presentes. Quanto a estrutura, polissacarideos
podem ser lineares ou ramificados. Alguns exemplos s&o apresentados na Tabela 6.

A natureza dos grupos monomeéricos e a forma com que estao ligados em
cadeia também permite classificar os polissacarideos como polidis, poliésteres e em
alguns casos, poliacidos. Grupos ionizaveis estdo presentes em muitos
polissacarideos, sendo provenientes dos mondémeros da cadeia principal ou de
substituicdbes e/ou derivatizagbes. Quanto a presenga de tais grupos,
polissacarideos podem ser classificados como neutros ou carregados. Quanto aos
grupos carregados, os polimeros ainda podem ser subdivididos como catidnicos,
anionicos ou anfolitos. Os grupos ibnicos mais comuns sao carboxila e sulfato,
como por exemplo, em alginato e carragenina, respectivamente (WALTER, 1997).
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Tabela 6 — Exemplos de polissacarideos, classificados de acordo com a origem e
mondémeros presentes na cadeia principal. Adaptado de Nwodo; Green; Okoh (2012)
e Walter (1997).

Origem Polissacarideo Cadeia principal
Plantas Amido Glicose
terrestres Celulose Glicose
Pectina Acido galacturénico
Plantas Agar Galactose e galactopiranose
marinhas Alginato Acido gulurénico e &cido manurénico
Carragenana Galactose
Bactérias Dextrana Glicose
Curdlana Glicose
Xantana Glicose, manose, acido glucurénico
Fungos Pululana Glicose
Animais Acido hialurénico Acido glucurdnico e acetilglicosamina
Glicogénio Glicose
Quitina Acetilglicosamina

Devido as suas dimensdes e a alta afinidade por agua, polissacarideos sao
classificados como hidrocoloides (SMITH; PACETT, 1982). Portanto, solu¢des de
polissacarideos sdo na verdade dispersdes coloidais, sujeitas a todas as forcas
descritas no Capitulo 2.1.Quando dispersos em agua, a maioria dos polissacarideos
é considerada liofilica, estando o sistema em equilibrio termodindmico. A
desestabilizacdo desses sistemas envolve a alteragcdo da composicdo do solvente
para que os coloides passem a ser liofébicos e, portanto, instaveis no sistema em

questao.

2.3.1. Poliribosil-ribitol-fosfato

O poliribosil-ribitol-fosfato (do inglés PRP) € a denominacao simplificada
do polimero poli((3)-B-D-ribose-(1-1)-ribitol-5-fosfato), um polissacarideo capsular
linear produzido pela bactéria H. influenzae sorotipo b (EGAN et al., 1982;



39

KNISKERN; MARBURG; ELLIS, 1995). Sua estrutura foi apresentada por Crisel,
Baker e Dorman (1975), conforme representado na Figura 12. Esta estrutura se
assemelha a do acido ribonucleico (RNA), para o qual a cadeia também ¢ formada
de unidades de fosfato, ribose e poliol. Devido a seu grupo fosfato, o polimero
apresenta carga negativa quando o pH do meio € maior que 1 (STUART; DE VRIES;
LYKLEMA, 2005).

HO OH  OH 0 OH
O a0 : | 0—F~0
. \/Y\/ I
OH - -n
0 OH
HO—P—0"

Figura 12 — Estrutura do PRP. Adaptado de Egan et al. (1982).

Industrialmente, o PRP € cultivado em regime de batelada alimentada
utilizando-se meios de cultura complexos (TAKAGI et al., 2006), apresentando ao
final do cultivo massa molecular entre 300 e 700 kDa (CINTRA, 2014). Para a
utilizacdo em vacinas, o polissacarideo deve ser purificado e apresentar menos que
1% (m/m) de contaminagé&o para cada um dos contaminantes, proteinas e acidos
nucleicos (WHO, 2000). Esse processo envolve diversas etapas de filtracao
tangencial, em combinagcdo com etapas de precipitacdo com etanol na presencga de
detergentes (brometo de cetil trimetilamdnio, dodecil sulfato de sbdio e/ou
deoxicolato) e sais (acetato de sodio, fosfato de sédio e/ou cloreto de sd6dio)
(ALBANI et al., 2012; COSTANTINO, 2014; HAMIDI; BEURRET, 2009; LANDER,
2002).

A massa molecular de uma unidade repetitiva de PRP é 345,2 Da, ou
seja, um polimero de 100,1 kDa apresenta 290 unidades repetitivas e
consequentemente, 290 cargas negativas. A concentracdo de monémeros em uma

solucao com 1,0 g/L de polissacarideo é de 2,90 mmol/L.
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A hidrélise de PRP na presenca de sais segue 0 mecanismo analogo a
hidrélise enzimatica dependente de Mg?* de ésteres de &cido fosférico (EGAN et al.,
1982). No caso especifico do PRP, em meios contendo sais e grupos OH" livres, a
ligacdo fosfodiéster é clivada, causando assim a redugdo da massa molecular do
polimero. O mesmo mecanismo de degradacéo € proposto para a hidrélise de RNA
(LI; BREAKER, 1999). Neste caso, a temperatura, a concentragdo de ions divalentes
e a concentracao de grupos OH™ tém grande influéncia na constante de hidrélise. Um
estudo da degradacao de PRP desenvolvido por Cintra e Takagi (2015) mostra que
sua hidrélise ocorre apenas em meios nos quais o pH é maior que 6,5 e é
fortemente dependente da temperatura. Em meios acidos, céations divalentes tém
pouca influéncia na hidrélise, enquanto que o aumento na concentracdo de NaCl
contribui com 0 aumento da velocidade de hidrdlise.

Assim como outros polissacarideos carregados, PRP apresenta alta
solubilidade em agua, sendo necesséria a adicao de antissolventes e/ou sais para

que ocorra a sua precipitagao.

2.4. Métodos de reducgéao de solubilidade de polissacarideos

Polissacarideos pertencem a um grupo heterogéneo de coloides
hidrofilicos, que podem ser divididos em diversos subgrupos com caracteristicas
similares. Nesse trabalho, iremos tratar da estabilidade das dispersdes
polissacaridicas, em especial aqueles que possuem grupos ibnicos, a partir de
exemplos especificos, com o objetivo de extrair caracteristicas gerais que podem ser
aplicadas ao entendimento da estabilidade de PRP.

A agregacao de polissacarideos possui diversas aplicacoes de interesse
industrial, principalmente na recuperacao e purificacdo desses polimeros. Nesses
processos, uma operacao unitdria muito comum é a precipitacdo, na qual a
desestabilizacdo do sistema promove a agregacdao das moléculas e consequente
separacdo de fases. Nos proximos tOpicos serdo descritas as estratégias mais
comuns de desestabilizacdo de uma dispersao de polissacarideos com o objetivo de
precipitar e recuperar o produto final. Essas estratégias envolvem a manipulacao de
variaveis que tém maior influéncia sobre as forcas entre particulas, como o pH, a

forca ibnica e a constante dielétrica do solvente.
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2.4.1. Efeito do pH na solubilidade de polissacarideos

Polissacarideos ibnicos possuem grupos ionizaveis, ou Qrupos
carregados, ligados covalentemente a sua estrutura. Enquanto alguns desses
polieletrélitos apresentam apenas um tipo de grupo carregado, outros podem
apresentar dois ou mais. Além disso, polissacarideos carregados podem ser
classificados de acordo com esses grupos como sendo anibnicos, catibnicos ou
anfélitos, que contém grupos negativos, positivos ou ambos, respectivamente. Os
grupos carregados apresentam alta afinidade com meios aquosos e estédo sujeitos a
interacdes eletrostaticas no sistema em que estdo inseridos, sendo, portanto,
sensiveis ao pH e ao tipo de outros eletrdlitos presentes em solucdo (STUART; DE
VRIES; LYKLEMA, 2005).

A solubilidade dos polieletrélitos depende da ionizagdo de seus grupos
carregados, que é definida pela constante de dissociagdo de prétons. A diferenga
entre a afinidade pelo solvente dos grupos protonados e nao protonados define
também a diferengca na solubilidade. Exemplos tipicos de grupos ionizaveis de
polissacarideos sdo apresentados na Tabela 7, juntamente com o cologaritmo da
sua constante de dissociacdo (pK). Exemplos classicos de polissacarideos
carregados, cujas solubilidades sao fortemente afetadas pelo pH, sao alginato
(HAUG; LARSEN, 1963), quitosana (FILION; LAVERTU; BUSCHMANN, 2007;
SOGIAS; KHUTORYANSKIY; WILLIAMS, 2010) e pectina (SAWAYAMA et al.,
1988).

Tabela 7 — Exemplos de grupos ionizaveis presentes em polieletrélitos comuns.
Adaptado de (STUART; DE VRIES; LYKLEMA, 2005).

Grupo Reacao pK Exemplo

-NH;"* (alifatico) —NH;* & NH, + H* 10,5-11,0 Poli-alilamina

- COOH —COOH & —C00~ + H* 4-5 Poli-acido acrilico
-PO,H, —PO,H, & —PO,H™ + H* 0-1 PRP

-POH -PO,H™ & —PO,” + H* 0-1 DNA

-SO;H —S03H & —S0;~ + H* <0 Carrageana
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2.4.2. Efeito da presenca de sais na solubilidade de polissacarideos

A adicdo de sais ao sistema coloidal tem como objetivo alterar a sua
“blindagem” eletrostatica, de forma que haja alteracdo nas forcas que atuam sobre
as particulas, favorecendo assim, a agregacdo ou a estabilizagdo dos coloides.
Conforme visto anteriormente, baixas concentracbes salinas favorecem a
estabilizacdo das particulas suspensas pela forte contribuicdo das forcas da dupla
camada elétrica. A medida que a concentracdo salina aumenta, o valor de k=1 é
reduzido (Equacao 2.5), resultando em menor contribuicdo da for¢a repulsiva da
dupla camada elétrica, favorecendo assim a agregagcao das macromoléculas.

A variacao da concentracao de sais e a consequente alteracdo da forca
predominante que age sobre as particulas faz com que o comportamento do sistema
possa ser classificado de acordo com sua forga iénica total (SMITH; PACETT, 1982).
Nessa classificacao, existem trés regimes distintos: sistemas com forga iénica baixa,
média e alta. Para os propédsitos desse trabalho, o efeito da forca ibnica sobre
dispersdes polissacaridicas serdo estudadas em duas categorias distintas, de
acordo com a concentragcdo salina presente no sistema: (i) concentragdes baixas,
nas quais apenas os efeitos eletroestaticos determinam o comportamento do
sistema; e (ii) concentracbes salinas médias, nas quais além das interacdes
eletroestaticas, a natureza dos compostos iénicos também desempenham um papel
fundamental na estabilidade dos coloides. O terceiro regime, caracterizado pela alta
concentragdo salina, ndo se aplica ao escopo desse trabalho. Os valores de

concentracao que caracterizam cada um dos regimes serao apresentados a seguir.

2.4.21. Regime de concentracdes salinas baixas

Esse regime ¢é observado apenas em dispersées diluidas de
polissacarideos carregados, em que a contribuicdo dos préprios polimeros a forca
ibnica total pode ser negligenciada (CHO et al., 2006; SAGOU; AHUALLI; THOMAS,
2015). Nesse caso, a presenca de concentragdes salinas baixas (tipicamente menor
que 10 mol/L) em uma dispersido de polissacarideos geralmente é insuficiente para
induzir a agregacao dos coloides, o que indica que as forcas predominantes sobre
as moléculas sédo as da dupla camada elétrica. Nesse caso, pode-se considerar que

a concentragdo e a valéncia dos compostos iGnicos sollveis sdo os principais
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fatores que determinam a estabilidade da dispersao coloidal (PICULELL; NILSSON,
1990).

Nesse regime, o aumento da forca i6nica promove a redugcdo da
viscosidade, até uma concentragdo critica, na qual a viscosidade passa a ser
independente da concentragao salina, o que indica a mudanga de regime, no qual
prevalecem as forcas de van der Waals e os efeitos ion especificos (BRUNCHI;
MORARIU; BERCEA, 2014). A reducao da viscosidade se da pela compressao das
bicamadas elétricas, conforme previsto na teoria DLVO, que reflete na reducédo do
comprimento de Debye e no raio de giragdo dos polimeros (CHO et al., 2006).

2.4.2.2. Regime de concentracdes salinas médias

Esse regime é verificado tipicamente em sistemas coloidais cuja forca
idnica varia entre 10 e 2 mol/L (SMITH; PACETT, 1982), no qual além das forgcas
eletroestaticas, a natureza dos sais em solucao determina as caracteristicas dos
sistemas coloidais. Nesse caso, a estabilidade das particulas suspensas €
dependente da interagdo entre polimero ibnico-contraion, denominada condensacéo
ibnica (MANNING, 1978). A extenséo dessa interagéo é regida pelo equilibrio entre
0S grupos carregados, que em termos matematicos pode ser sintetizado pela
constante de associacdo entre esses compostos (SMITH; PACETT, 1982). A
afinidade entre os grupos iGnicos e os contraions depende da valéncia dos
contraions e da densidade de cargas do coloide, conforme descrito pela teoria
DLVO, mas também da natureza, polaridade e volume dos grupos idnicos do
polimero e dos contraions (PICULELL; NILSSON, 1990; SMITH; PACETT, 1982).

Em geral, a natureza dos contraions e sua eficiéncia na reducdo da
estabilidade dos polissacarideos dispersos segue a série liotrépica para cations e
anions (GUO et al., 2016; SMIDSR@D; HAUG, 1967; WALTER, 1997), conforme
descrito por Hofmeister. O mecanismo proposto para esse fenbmeno € a
substituicdo da agua de hidratagéo do polimero pelos sais sollveis, como forma de
minimizar a energia livre do sistema (COLLINS, 2004; NINHAM; DUIGNAN;
PARSONS, 2011). O aumento da concentragéo i6nica tende a reduzir a contribuicao
da for¢a da dupla camada elétrica e a efetividade dos cations e &nions passa a ser
igual a série liotrdpica, como observado na precipitacdo de proteinas por salting-out.
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E oportuno destacar que o tipo de grupo idnico do polimero pode resultar em

pequenas alteracdes na série liotrdpica.

2.4.3. Efeito da composicao do solvente na solubilidade de polissacarideos

A solubilidade de polissacarideos esta intimamente relacionada a
constante dielétrica do solvente no qual estd disperso, devido as forcas de
estabilizagcdo e desestabilizacdo de sistemas coloidais. Portanto, a adicdo de
antissolventes aos sistemas tem o objetivo de manipular essa variavel, pela simples
combinacao de compostos com propriedades distintas. As constantes dielétricas de
alguns solventes sao apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Constantes dielétricas a 25°C de solventes selecionados. Valores obtidos
de Wohlfarth (2008).

Composto €

agua 79,50
glicerol 42,49
metanol 32,66
propilenoglicol 28,67
etanol 24,43
1,3-butilenoglicol 22,57
acetona 20,59
isopropanol 19,45
terc-butanol 12,34

Conforme exemplificado na Figura 7 do capitulo 2.1.1.3, a diminuicao da
constante dielétrica da solucdo diminui a blindagem eletrostatica e favorece a
neutralizacdo das cargas do coloide, que resulta na diminuicao da repulsao entre os
coloides e consequente agregacao das particulas. Contudo, a agregagao também
depende da concentracido de contraions no sistema, pois sua auséncia resultaria em
repulsdo entre as cargas do polieletrélito e consequente estabilizacdo da dispersao.
Portanto, o estudo da solubilidade de polieletrélitos na presenca de antissolventes
esta geralmente associado a presenca de sais no sistema.

Diversos estudos experimentais mostram que a desestabilizacdo da
dispersdao aquosa de polissacarideos pela adicdo de antissolventes promove a
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agregacao das macromoléculas em uma faixa estreita de concentracdo do solvente,
na qual a variacao € em torno de 10% (v/v), independente do antissolvente utilizado.
Alguns exemplos envolvem a precipitacdo de xantana (FLAHIVE; FOUFOPOULQS;
ETZEL, 1994), goma lactana (FOUFOPOULOS; ETZEL, 1996) e alginato
(SMIDSR@D; HAUG, 1967) na presenca de etanol, isopropanol, butanol e metanol.
Essa faixa estreita de concentragéo do solvente ndo é observada na precipitacéo de
proteinas, na qual a alteracdo gradual da composicdo do solvente promove uma
alteracao mais sutil da solubilidade das macromoléculas (GONZALES et al., 1990),
sugerindo assim um diferente mecanismo de precipitacdo para estas duas classes
de biomoléculas. A queda abrupta da solubilidade de um sistema é relacionada com
a constante dielétrica do solvente nesse ponto de transigdo, comportamento
facilmente verificavel, tendo em vista que quanto menor a constante dielétrica do
antissolvente, menor é o volume necessario para a indugdo da precipitacdo dos
polimeros.

Tendo em vista que a agregacao dos polimeros ocorre devido ao balango
de forcas do sistema e que o efeito do solvente na forca DLVO se d& unicamente
pela sua constante dielétrica, presume-se que a agregagao ocorrera em um sistema
com uma determinada constante dielétrica, independente da composicao do
solvente. Ou seja, dado um sistema com concentracao de polissacarideos e forca
ibnica definida, deve haver uma constante dielétrica critica para a precipitagéo
abrupta das macromoléculas, independente do solvente utilizado. Nesses casos,
consideramos como precipitacao abrupta a precipitacdo completa do polissacarideo
em uma estreita faixa de concentracdo de solvente, geralmente menor do que 10%
(v/v). Esse comportamento foi sugerido por Flahive et al. (1994) e Foufopoulos e
Etzel (1996) e diversos outros trabalhos experimentais corroboram essa hipotese
(GARCIA-OCHOA et al., 2000; GONZALES et al., 1990; SANO et al., 1999). Como
exemplo, a constante dielétrica critica para a precipitagdo de goma xantana em dois
sistemas aquosos contendo sais e um antissolvente & apresentado na Tabela 9.
Nesses casos, a diferenca nas constantes dielétricas criticas observadas é
decorrente da presenca de concentracdes salinas distintas em cada grupo de
ensaios.
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Tabela 9 — Constantes dielétricas criticas para a precipitacao de xantana purificada
em meios aquosos na presenca de diferentes antissolventes.

Solventes € critica Referéncia
Etanol, isopropanol ou terc-butanol 57 (FLAHIVE et al., 1994)
Etanol, isopropanol ou acetona 33 (GARCIA-OCHOA et al., 2000)

A relagado entre a concentracdo salina e a constante dielétrica necessaria
para a desestabilizagdo de uma dispersdo de polissacarideos foi verificada por
Smidsred e Haug (1967), que estudaram a precipitacdo de alginato, dextrana e
carboximetildextrana em solugdes aquosas de etanol. Os autores verificaram que
esse comportamento segue a teoria de Debye-Hlckel, representada de forma
simplificada pela Equagéo 2.19:

RTIn(Ly/Lz) = RTIn(y1/v2) = A (1/€; — 1/%1) (2.19)

em que L é o produto de solubidade do sal com o coeficiente de atividade y no
solvente com constante dielétrica €. 4 € uma constante e os subscritos 7 e 2 se
referem a dois sistemas distintos. Nesse caso, a variagao no coeficiente de atividade
devido a diferentes concentragbes salinas pode ser desconsiderada, pois € muito
pequena se comparada a variagdo na constante dielétrica. Definindo o produto de
solubilidade do sistema polimero-contraion como C,*Cy+, em que C, € a
concentragcao de polimero e C,+ é a concentracdo do contraion e, considerando que
a concentragdo de polimero sollvel é igual em todas as condigdes, obtém-se a
Equacédo 2.20, em que A € uma constante e T é a temperatura:

n(Coz /Cug) =5 (1/82 = 1/&1) (2.20)

A Equagédo 2.20 significa que existe uma relagdo exponencial entre a
concentragéo salina e o inverso da constante dielétrica do solvente. Essa relacao foi
verificada experimentalmente por Smidsred e Haug (1967). Outro estudo
experimental da agregacdo de polissacarideos na presenca de sais foi conduzido
por Garcia-Ochoa, Casas e Mohedano (1993) para a precipitacdo de xantana na
presenca de CaCl, e isopropanol . Através dos dados apresentados pelos autores €
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possivel verificar que nesse caso também existe a relacao linear entre o logaritmo
da concentracdo salina e o inverso da constante dielétrica do solvente (Figura 13).

25 -
315 -
@]
£
£
o
O o5 A ¢
£
0,018 0,020 0,022 0,024 0026 ®0,028
0,5 -

1/e

Figura 13 — Relacao entre o logaritmo da concentracao de CaCl, e a constante
dielétrica do solvente. Valores calculados a partir dos dados experimentais
apresentados por Garcia-Ochoa, Casas e Mohedano (1993).

O dultimo fator considerado nesse trabalho que afeta a solubilidade de
polissacarideos na presenga de antissolventes e sais € a natureza e a valéncia dos
contraions. Conforme visto anteriormente, a teoria DLVO né&o prevé os efeitos ion-
especificos na estabilidade de coloides, exceto a valéncia. Assim, essa teoria é
complementada com as observagdes de Hofmeister e a teoria de condensacgéo de
ibnica de Manning (KUNZ; HENLE; NINHAM, 2004; MANNING, 1978). Da mesma
forma que para dispersdes aquosas, a efetividade de ions na desestabilizagdo de
dispersdes polissacaridicas segue a série liotropica, com apenas algumas variagdes
em sistemas especificos. Devido a predominéncia da existéncia de polissacarideos
anionicos e as caracteristicas do PRP, nesse trabalho focaremos no estudo de
contraions catiénicos. Exemplos de ordem de efetividade de cations na reducdo da
solubilidade de polissacarideos em solugdes contendo etanol sdo apresentados na
Tabela 10.
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Tabela 10 - Exemplos de ordem de efetividade de ions na reducdo da solubilidade
de polissacarideos em solugdes contendo etanol.

Polissacarideo  Grupos Efetividade Referéncia

ionizaveis
Pectina Carboxil Ca®* > Mg~ > K* > Na* Guo et al. (2016)
Carrageana Sulfato Ca®*>Mg** >K"'>Na*'>Li* Smidsred e Haug (1967)

Alginato Carboxil Ca®* > Mg** > K* > Na* Smidsrgd e Haug (1967)
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  Producéo e purificagdo de PRP
3.1.1. Cultivo de Hib

O cultivo bacteriano foi realizado utilizando-se a linhagem GB3291 da
bactéria H. influenzae tipo b, adquirida na forma liofilizada do Nucleo de Cole¢des de
Cultura e de Microorganismos do Instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo — SP). Os lotes
semente e de trabalho foram preparados no laboratério de Desenvolvimento de
Processos do Instituto Butantan (Sao Paulo — SP) e armazenados em nitrogénio
liquido até o uso. Inicialmente o pré-inéculo foi preparado com 200 uL da suspensao
bacteriana (5 - 102 UFC/mL) em 50 mL do meio modificado & base de peptona, MMP
(Tabela 11), e incubado em anaerobiose, sem agitagédo a 37°C por 6 h (TAKAGI et
al., 2006).

Ao atingir o valor 0,5 de densidade 6tica a 540 nm (DOs4), a suspensao
foi transferida para um frasco tipo Erlenmeyer contendo 400 mL de meio MMP
fresco, de forma a atingir DOs4 entre 0,025 e 0,075. O frasco foi entdo incubado em
shaker orbital (New Brunswick Scientific, EUA), a 150 rpm e 37°C, por
aproximadamente 13 h, quando a cultura atingiu DOs4 superior a 5,0. Nesse ponto,
a pureza da cultura foi analisada por microscopia ética e em seguida a suspensao foi
transferida para o reator principal, em volume suficiente para que a DOs4o fosse
aproximadamente 0,150.

O cultivo foi realizado em modo batelada alimentada em um reator de 16L
(Bioengineering, Suica), contendo inicialmente 10 L de meio MMP. Durante o cultivo,
a temperatura foi mantida a 30°C, o pH em 7,1, a vazédo de ar 0,6 vvm e a saturagao
de oxigénio dissolvido em 30% através do controle da agitacdo (150 — 600 rpm). A
alimentacao foi iniciada no momento em que a deplecao de glicose no meio foi
percebida pelo aumento subito da concentragcdo de oxigénio dissolvido no meio.

Nesse momento, iniciou-se o fornecimento do meio de alimentagcdo a uma vazao
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especifica de 10 g-L"-h". A alimentacdo foi realizada com meio MMP modificado,
cuja concentracdo de glicose e extrato de levedura eram 200 g/L e 100 g/L,

respectivamente. O cultivo foi conduzido por aproximadamente 21 h.

Tabela 11 — Composicdo do meio MMP (pH ajustado para 7,1 com HCI).

Componente Concentracao
Glicose (g/L) 5,0
Extrato de levedura (g/L) 5,0
Soytone (g/L) 10,0
NaHPO4 (g/L) 13,1
NaH2PO4-H20 (g/L) 3,3
KH2POj4 (g/L) 2,5
NaCl (g/L) 5,0
Hemina bovina (mg/L) 30,0
NAD (mg/L) 15,0

3.1.2. Recuperagéo e purificacdo de PRP

A recuperacéao e a purificacdo de PRP foram realizadas de acordo com o
método descrito por Albani et al. (2015), com pequenas adaptagcdes. O processo
baseia-se em etapas de precipitagdo com etanol, microfiltracdo tangencial em
membranas Pellicon 2 (Millipore, EUA) com diametro de poro igual a 0,22 um e
ultrafiltragdo tangencial em membranas Pellicon 2 com didmetro de poro igual a 100
kDa. Inicialmente o caldo fermentado teve seu pH ajustado para 6,3 e resfriado a
4°C. As células foram separadas do PRP soluvel por centrifugacéo a 17.000 g, a 4°C
por 1 h. O pellet foi descartado e o sobrenadante submetido a diafiltracdo em
membrana de ultrafiltragdo com 6 diavolumes de tampao fosfato contendo SDS
0,5% e NaCl 150 mmol/L em NaH>PO, 10 mmol/L a pH 6,3. Apds a diafiltracdo, o
conteudo retido pela membrana foi recuperado e seguiu para a primeira precipitacao
com etanol. Nessa etapa ajustou-se a concentragcdo do sistema para etanol 40%
(v/v), pela adicao de etanol 99%. A precipitacdo foi realizada a temperatura
ambiente, sob agitagcdo magnética, por aproximadamente 15 h. Apds a precipitacao,
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todo o conteudo, incluindo o precipitado e a fase liquida, foi diafiltrado em membrana
de microfiltracdo com 6 diavolumes de etanol 40% (v/v) em agua, de modo recuperar
o PRP soluvel e separa-lo da fragao solida. O microfiltrado foi novamente submetido
a ultrafiltracdo para concentrag@o. A seguir, realizou-se a segunda precipitacdo com
etanol. Para isso, ajustou-se a concentracao de etanol do concentrado a 60% (v/v) e
de acetato de sdédio a 3,95% (m/v), com etanol 99% e acetato de sédio 30% a pH
5,8, respectivamente. A precipitacdo foi conduzida a temperatura ambiente, sob
agitacdo magneética constante, durante 4 h. Apds a agitacéo, o sistema foi mantido
em repouso por 1h para a decantacdo dos insoluveis. O sobrenadante foi removido
por bombeamento e o precipitado foi imediatamente ressolubilizado em agua. O
solubilizado foi entdo submetido a diafiltracdo em membrana de ultrafiltracdo com 6
volumes de agua e, por fim, concentrado e armazenado a -20°C, até o uso. O
concentrado recuperado foi denominado PRP purificado. A concentragcdo e massa
molecular de PRP, assim como a concentragdo de proteinas e acidos nucleicos

foram determinados pelos métodos descritos nos itens a seguir.

3.2. Métodos analiticos
3.2.1. Determinacéo da concentracao de proteinas e acidos nucleicos

A determinacdo da concentracdo de proteinas foi realizada de acordo
com o método de Lowry (LOWRY et al., 1951), no qual 3000 uL de reagente A
(tartarato de sédio 200 mg/L, sulfato de cobre 100 mg/L, carbonato de sédio 20,0 g/L
e hidréxido de sdédio 100 mmol/L) foram adicionados a 1000 puL de amostra,
propriamente diluida com agua. O conteudo foi incubado por 15 min ao abrigo de
luz. A cada ensaio adicionaram-se 300 pL de reagente de Folin (1,0 mol/L) e o
conteudo novamente incubado ao abrigo de luz por 30 min. A medida da
absorbancia foi realizada a 750 nm e a concentracdo de proteinas totais foi
determinada a partir de uma curva padrao de soro albumina bovina.

A determinagdo da concentracdo de acidos nucleicos totais foi realizada
pela medida da absorbancia das amostras a 260 nm. Nesse caso, uma unidade de
absorbancia corresponde a 50 pg/mL de &cidos nucleicos, empregando-se o
caminho ético igual a 1,0 cm (STEPHENSON, 2010).
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3.2.2. Determinagéo da concentragdo de PRP

A determinacdo da concentracdo de PRP foi realizada pelo método de
Bial modificado (DRURY, 1948). Nesse método, sdo necessarios 750 uL de amostra
a qual foram adicionados 1,50 mL de cloreto férrico 0,50 g/L em HCI 37% e 100 pL
de orcinol 60,0 g/L em etanol 99%. As amostras foram incubadas em banho
termostatico a 100°C por 25 min e posteriormente resfriadas a temperatura
ambiente. A medida da absorbancia foi realizada a 668 nm e a concentracdo de

PRP foi determinada a partir de uma curva padréo de ribose.

3.2.3. Determinacdo da massa molecular de PRP

A determinacdo da massa molecular do PRP foi realizada por
cromatografia de exclusdo por tamanho de alta eficiéncia (HPSEC) de acordo com o
método descrito por Cintra e Takagi (2015) com pequenas modificagées. Amostras
de 50 pL foram aplicadas a trés colunas PL Aquagel-OH Mixed-H (300 mm x 7.5
mm, 8 um; Agilent Technologies, USA) conectadas em série. As condicbes da

analise sao apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 — Condigbes de andlise de massa molecular de PRP por HPSEC.

Variavel Valor
Temperatura do forno (°C) 30,0
Temperatura do detector RID (°C) 30,0
Vazéao da fase mével (mL/min) 1,0
Frequéncia de aquisicao de dados (Hz) 2,0
Tempo de corrida (min) 60,0

A fase movel utilizada consistia em uma solucdo de NaHPO, 13,8
mmol/L, NaH.PO4 6,2 mmol/L, NaNO3s; 150 mmol/L, NaN3s 3 mmol/L, pH 7,0. O
sistema cromatogréafico consistia em um cromatdgrafo Dionex Ultimate 3000
(Thermo Scientific, EUA) equipado com detector de indice de refracdo e um detector
de espalhamento de luz Dawn Heleos (Wyatt Technology, EUA). O processamento
dos dados foi realizado através do software Astra v.7.0.1.24 (Wyatt Technology,
EUA).
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A determinagdo da massa molecular do PRP foi realizada por meio dos
dados de espalhamento de luz. O valor de dn/dc empregado foi 0,1482, determinado

previamente.

3.3. Experimentos de precipitagao

Os experimentos de precipitacdo foram conduzidos em tubos do tipo
Eppendorf de 2 mL, sendo o volume total igual a 1500 pL. As concentragbes
desejadas de PRP, solvente orgéanico, sais e tampao foram obtidas pela adicdo de
reagentes ou solucdes concentradas de cada um dos componentes, conforme
apresentado na Tabela 13. O tampao fosfato 200 mmol/L (NazHPO4/NaH;PQO,) foi
preparado pela adicdo de NaHPO4 200 mmol/L a uma solugdo de NaH,PO4 200
mmol/L em volume necessario para que fosse atingido o pH de interesse.

A adicao dos reagentes foi feita na seguinte ordem: agua, tampao fosfato,
solucdo salina, PRP e solvente organico. Apdés homogeneizagdo, os tubos foram
incubados a 25°C por 15 h, para que fosse atingido o equilibrio do sistema (tempo
determinado previamente). Ap6s a incubacdo, os tubos foram centrifugados a
16.000 g, 25°C por 15 min e a fase sobrenadante foi descartada. Os tubos contendo
o pellet foram entao incubados em estufa a 37°C para a evaporacao do solvente
remanescente. Por fim, o pellet seco foi solubilizado em 1000 uL de agua e mantidos

a -18°C até analise de concentracado de PRP.

Tabela 13 — Reagentes e solugdes aquosas estoque utilizadas nos ensaios de
precipitacao.

Componente Concentracao
PRP 3,89 g/L
Etanol 99,5% (v/v)
Acetona 99,5% (v/v)
Isopropanol 99,5% (V/v)
Na,HPO4/NaH>PO4 200 mmol/L
NH4CI, NaCl, KCI, MgCl. ou CaCl, 2,5 mol/L

Um parametro de medida da eficiéncia do sistema precipitante — a fracao

volumétrica critica do solvente (@) — foi definida como sendo a concentracéo de
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solvente (v/v) necessaria para que metade do PRP inicial fosse precipitada. Como
consequéncia, definiu-se também uma constante dielétrica critica (e.) como a
média ponderada das constantes dielétricas dos solventes que compdem o sistema
nesta condi¢cdo, conforme Equacgédo 3.1 (CHIEN, 1984; JOUYBAN; SOLTANPOUR,;
CHAN, 2004; PRAKONGPAN; NAGAI, 1984):

Ecrit = X Pi&i (3.1)

em que @; € a fracdo volumétrica e ¢; € a constante dielétrica de cada solvente i.
Essa simplificagdo ndo considera a variagdo de volume decorrente da mistura. A
determinacao da composicao do solvente no ponto em que metade do PRP foi
precipitado foi feita pela interpolagcdo linear entre as condicdes experimentais

imediatamente antes e depois desse ponto.

3.3.1. Analise do precipitado por microscopia

Apés separacao de fases e remocao do sobrenadante de precipitacao do
PRP conforme o item 3.3, o precipitado foi coletado com ponteiras de polipropileno
de 200 pL. Uma fina camada do precipitado foi entdo depositada sobre uma lamina
de vidro, previamente higienizada com etanol 90%. Ap6s a secagem, o material foi
analisado em um microscépio 6tico Eclipse Ci-E (Nikon Instruments, Japao) com
aquisicao de imagens através do software Nis-Elements v. 4.3 (Nikon Instruments,

Japao).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A proposta inicial deste trabalho foi verificar a influéncia da massa
molecular do PRP na sua solubilidade em solugbes aquosas de etanol, com o
objetivo de aplicar os conhecimentos adquiridos ao fracionamento do PRP no
processo de purificacdo. Essa abordagem logo foi alterada, devido a verificacdo de
que a sua solubilidade € independente de sua massa molecular (resultados nao
apresentados). Diante dessa situacao, optou-se por estudar a agregacao de apenas
uma fracdo de PRP com massa molecular igual a 92 kDa.

A partir desse ponto, a estratégia desse trabalho foi estudar as principais
variaveis que poderiam afetar a solubilidade de PRP em solugdes aquosas na
presenca de etanol e sais, empregando a estratégia OVAT (do inglés one-variable-
at-a-time, que significa uma variavel por vez). Os fatores estudados foram:
concentracgao inicial de PRP, pH, natureza e concentracao de solvente e natureza e
concentragao de sal. Os solventes escolhidos foram etanol, acetona e isopropanol e
os sais foram NaCl, NH4Cl e MgCl,. Os resultados e discussao para cada um dos

fatores que afeta a solubilidade de PRP ser&o discutidos nos itens a seguir.

4.1. Influéncia da concentracao inicial de PRP na sua solubilidade

A motivacado para o estudo do efeito da concentragdo inicial do PRP na
sua precipitacdo vem a partir do relato de diversos autores que observaram esse
efeito na precipitacdo de proteinas. Principios termodinamicos indicam que a
solubilidade de compostos quimicos ou biolégicos independe da sua concentracao
inicial em solugdo. Entretanto, alguns estudos de solubilidade de proteinas relatam a
variagdo da concentragdo de proteinas na fase liquida quando diferentes
concentragdes iniciais de proteinas sédo utilizadas na precipitacdo (KUNZ; HENLE;
NINHAM, 2004; PINHEIRO et al., 2016; SHIAU; CHEN, 1997; SHIH; PRAUSNITZ;
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BLANCH, 1992). Portanto, nossa proposta foi verificar a existéncia desse fendmeno
na precipitacdo de PRP.

Em um estudo inicial, foram realizados dois grupos de ensaios, nos quais
a concentracgéo inicial de PRP foi 500 ou 1000 mg/L. Para cada concentragao inicial,
foram testadas fragcées volumétricas de etanol (¢) entre 44 e 56%, na presenga de
NaCl 200 mmol/L e NazHPO4/NaH2PO4 30 mmol/L, pH 6,0 a 25°C. Nesses ensaios,
verificou-se que a reducao significativa da solubilidade ocorreu na mesma faixa de
concentracdo de etanol, entre 48 e 52%, e a concentracdo de PRP na fase
sobrenadante foi maior nas amostras com maior concentracdo inicial de
polissacarideo em todas as concentragcdes de etanol estudadas (Figura 14). Como
exemplo, a concentracao de PRP soluvel foi de 217 e 318 mg/L para concentracoes
iniciais de PRP de 500 e 1000 mg/L, respectivamente, a 50% de etanol.
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Figura 14 — Concentracao de PRP na fase sobrenadante ([PRP]sonr) €m funcéo da
fracao volumétrica de etanol para duas concentracées iniciais de PRP. Condicoes:
NaCl 200 mmol/L e tamp&o NaHPO4/NaH>PO4 30 mmol/L, pH 6,0 a 25°C.

Apesar de o ensaio apresentado na Figura 14 indicar que existe a
influéncia da concentracao inicial do polimero, os resultados ainda nao foram
conclusivos e outro experimento precisou ser conduzido para confirma-los. Para
isso, foram preparados trés grupos de ensaios, de acordo com a concentragdo de
NaCl (150, 200 ou 250 mmol/L), cada qual com quatro concentracées distintas de
PRP inicial (100, 250, 600 e 1000 mg/L). Em todos os ensaios utilizou-se etanol 50%
e Na,HPO4/NaH-PO, 30 mmol/L, pH 6,0 a 25°C. Verificou-se que a concentracao de



57

PRP na fase sobrenadante foi diretamente proporcional a concentracao inicial de
PRP, para as trés concentracdes salinas estudadas (Figura 15).

Verificou-se também que quanto maior a forga i6nica, menor é a influéncia
da concentracdo inicial de PRP na solubilidade. Esses resultados foram muito
semelhantes aos reportados por Shih et al. (1992) e Pinheiro et al. (2016) na
precipitacdo de proteinas. Nesses casos, especulou-se que a diferenca na
solubilidade estaria relacionada a estrutura do precipitado, em que diferengas no
grau de amorfia poderiam resultar em diferentes solubilidades (PINHEIRO 2016).
Para verificar essa hipotese, a fase pesada proveniente de cada ensaio apresentado
na Figura 15 foi analisada por microscopia 6ética, assim como as condi¢des controle,

nas quais nao foi adicionado PRP ao sistema.
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Figura 15 — Influéncia da concentracdo inicial de PRP e da forca ibnica na
concentracdo de PRP fase sobrenadante. Condicées: @etano, 0,5; tampéo
NasHPO4/NaH2PO4, 30 mmol/L, pH 6,0; temperatura, 25°C.

De fato, as micrografias apontaram diferencas significativas na estrutura
dos precipitados (Figura 16). A combinagédo entre baixas concentragbes de PRP (<
250 mg/L) e baixas concentragdes salinas (£ 200 mmol/L) resultou em cristais muito
pequenos, nao sendo possivel a diferenciagdo entre os ensaios e as condicoes
controle. O efeito do aumento da concentracdo de PRP na estrutura dos precipitados
pode ser melhor percebida nos ensaios cuja concentracao de NaCl foi igual a 200 ou
250 mmol/L. Nesses casos, 0 aumento da concentracdo de PRP resultou em
agregados mais ordenados. Contudo, as diferengas no tamanho e forma
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Figura 16 — Morfologia dos precipitados de PRP em fungdo da sua concentracao
inicial e da concentracdo de NaCl do sistema. Condicoes: Qetano, 0,5; tampao
NasHPO4/NaH2,PQO4, 30 mmol/L, pH 6,0; temperatura, 25°C.
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dos precipitados ndo podem ser consideradas evidéncias Unicas na explicacdo da
diferenca das solubilidades. O efeito da morfologia do precipitado na solubilidade do
PRP sera discutido posteriormente no item 4.5.

Outra hipétese para a relagdo observada na Figura 15 € a existéncia de
um coeficiente de distribuicdo (K) entre as concentragdes do polimero no
sobrenadante (Cs,pr) € NO precipitado (Cpye) (Equagao 4.1), conforme verificado por
Shih et al. (1992).

K = Ssobr (4.1)

Cprec

No caso de a-quimiotripsina, Shih e colaboradores (1992) verificaram que
tanto a concentracdo de proteina na fase leve quanto na fase pesada sao
proporcionais a concentracao inicial de proteina, de forma que o coeficiente de
distribuicdo € constante. A aplicabilidade dessa hipdtese a explicagdo do fenémeno
de precipitacdo de PRP poderia ser verificada pela determinacédo do coeficiente de
particado em diferentes sistemas. Para isso, experimentos complementares precisam
ser realizados para a determinacdo do volume da fase pesada da precipitagdo e
assim, através do balanco de massas, determinar a concentracdo de PRP em cada
fase.

Em suma, as duas hipoteses foram consideradas adequadas para a
explicacdo do fendmeno observado na precipitacdo de PRP. Contudo, as evidéncias
experimentais apresentadas nao foram suficientes para comprovagcdo de nenhuma
delas. Ensaios complementares sao necessarios para a elucidacao inequivoca do

fendbmeno.

4.2. Influéncia do pH na solubilidade do PRP

O efeito do pH na estabilidade da dispersdo de PRP foi estudada em
experimentos a duas fragées volumétricas de etanol (50 ou 60%) e pH (6,0 ou 7,0).
Optou-se por esta faixa de pH, tendo em vista que altas alcalinidades favorecem a
hidrélise do polimero (CINTRA; TAKAGI, 2015). Em cada um dos ensaios variou-se
a concentracado de NaCl (0 — 200 mmol/L), com o objetivo de identificar o ponto no
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qual ocorre a queda da solubilidade de PRP. Em todos os ensaios a concentracao
inicial de PRP foi 500 mg/L e a temperatura foi 25°C.

Verificou-se que ndo houve grande variacdo na solubilidade do PRP
quando o pH foi alterado de 6,0 para 7,0 (Figura 17). Isso est4 associado ao fato de
que a dissociacdo completa de prétons dos grupos fosfato do polimero ocorre
quando o pH do sistema encontra-se préximo de 1, resultando assim no polimero
completamente carregado a pH 6 ou 7. Dessa forma, a diferenca de solubilidade
entre polimero protonado e desprotonado nédo é percebida. Diferengcas expressivas
foram observadas apenas nos ensaios com etanol 50%, na presenca de 150 ou 200
mmol/L de NaCl. Nesses casos, a reducdo da solubilidade do PRP é muito sensivel
a pequenas variagdes de concentragdo de etanol, fato que serda discutido

posteriormente.
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Figura 17 — Influéncia do pH do solvente na concentracdo de PRP na fase
sobrenadante a 50 e 60% de etanol (v/v), em funcdo da concentracao de NaCl.
Condicoes: [PRP] inicial, 500 mg/L; tampao Na,HPO4NaH,PO4, 30 mmol/L;
temperatura, 25°C.

4.3. Influéncia da concentracao de sais e da natureza do solvente na solubilidade
do PRP
Segundo as teorias DLVO e de condensacao idnica, duas das principais

variaveis que determinam a estabilidade de coloides ibnicos sé&o a forga idnica e a
constante dielétrica do sistema. Um fator ndo considerado nas teorias citadas € a
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especificidade de ions, descrita inicialmente por Hofmeister. No presente trabalho foi
estudada a relacdo entre a precipitacdo de PRP e a concentracdo de NaCl, NH4Cl e
MgCl, em combinagcdo com os solventes etanol, acetona e isopropanol. O objetivo
dessa etapa foi verificar se as teorias DLVO e de condensagéao idnica se aplicam a
dispersdes de PRP e quais os efeitos da especificidade de ions e do solvente nestes
modelos.

Os experimentos foram conduzidos para cada um dos trés sais, a
diferentes concentracbes salinas (10, 100, 200, 50 e 1000 mmol/L). Para cada
concentracao, foram testadas quatro fragdes volumétricas (@) distintas de solvente,
de modo que fosse possivel identificar o ponto no qual ocorre a precipitacao de
PRP. Em todos os ensaios a concentracao de PRP foi 500 mg/L e a temperatura
25°C. Portanto, os resultados serdao apresentados como fracdo do PRP precipitado
para a normalizacao dos dados, visando a eliminacado de pequenas variacoes
experimentais de concentracdo inicial de PRP. Nao foi adicionado tampao as
amostras, para que ndao houvesse ambiguidade na interpretacdo dos resultados,
pela presenca de diversos grupos idnicos soluveis.

Inicialmente foi realizado o ensaio com NaCl na presenca de etanol. Em
todas as condi¢cdes, a precipitacdo de PRP ocorreu em uma faixa estreita de
concentracao de solvente, em que a transicao completa entre PRP totalmente
soluvel e praticamente insoluvel (mais que 90% precipitado) ocorre em uma faixa
menor que 10% de etanol (Figura 18).

A reducdo abrupta da solubilidade com o aumento da concentracdo de
solvente organico também foi observada em outros sistemas de polissacarideos
carregados (GONZALES et al.,, 1990; SMIDSR@JD; HAUG, 1967) e DNA
(MEL'NIKOV et al., 1999). Esse comportamento parece estar relacionado com
transicao entre a predominéancia das forcas da dupla camada elétrica para as forcas
de van der Waals. Segundo a teoria DLVO, a diminuicdo da constante dielétrica do
sistema resulta em interagdes eletrostaticas mais fortes e consequente diminuigéo
do valor de k71, até o colapso, em que prevalecem as forgas de van der Waals.
Entretanto, a formulacdo da teoria DLVO nao prevé a existéncia de um ponto

“critico” onde ocorre o colapso. Portanto, esse sera o objeto de analises posteriores.
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Figura 18 — Efeito da concentracdo de NaCl na precipitacao de PRP em funcao da
fracao volumétrica de etanol. Condicbes: concentracao de PRP inicial, 500 mg/L;
temperatura, 25°C.

O ponto de colapso do PRP foi caracterizado como a combinacao entre
as concentragdes salina e de solvente necessaria para que ocorresse a sua
agregagao. Para tal, determinou-se para cada concentragdo salina a fracao
volumétrica critica de solvente para que ocorresse a precipitacdo. Essa fracdo foi
definida como a concentracéo de solvente necessaria para que metade da massa de
PRP fosse precipitada. Como consequéncia, definiu-se também uma constante
dielétrica critica (e.;) como a média ponderada das constantes dielétricas dos
solventes que compdem o sistema. A determinacdo da composi¢cao do solvente no
ponto em que metade da massa de PRP foi precipitada foi feita pela interpolacao
linear entre as condi¢cbes experimentais imediatamente antes e depois desse ponto.
Ou seja, foram identificadas duas condi¢des experimentais em que: (i) menos que
50% ou (ii) mais que 50% da massa total de PRP foi precipitada. A partir das
concentracdes volumétricas dos solventes nesses dois pontos, é possivel estimar a
concentracdo volumétrica de solvente necessdria para que ocorra a precipitacdo de
50% de PRP, através de interpolagéo linear (Se¢éao 3.3, Equacao 3.1).

Observou-se que a relacao entre o logaritmo natural da concentracao de
NaCl (mmol/L) e o inverso da constante dielétrica critica foi linear (Figura 19), de
acordo com a observacdo de Smidsrgd e Haug (1967) e com os dados
apresentados por Garcia-Ochoa, Casas e Mohedano (1993) discutidos
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Figura 19 — Relacao entre a concentracado de NaCl e a constante dielétrica critica da
solugdo agua-etanol quando 50% do PRP foi precipitado. Condigbes: [PRP] inicial,
500 mg/L; temperatura, 25°C.

anteriormente na segédo 2.4.3. Esse resultado condiz com a formulagdo da teoria
DLVO, em que a contribuigdo do solvente na estabilidade dos coloides € puramente
eletrostatica, ndo havendo qualquer interferéncia das outras propriedades do
solvente, como a densidade molecular ou a viscosidade. Para verificar se a relacao
entre forca ibnica e 1/¢., € a mesma para diferentes solventes e sais, foram
realizados ensaios com etanol, acetona ou isopropanol, na presenca de NaCl, NH.ClI
ou MgCl,. O objetivo foi avaliar a influéncia da natureza do solvente e dos sais na
precipitacdo de PRP.

Os resultados apontaram grandes diferencas nos perfis de precipitacao
com sais monovalente e divalentes (Figura 20). No caso de sais monovalentes,
quanto maior a concentracdo salina, menor a fracdo volumétrica do solvente
necessaria para a precipitacdo do PRP (Figura 20a-f). Os resultados com MgCl»
mostram que a concentracdo de solvente foi aparentemente independente da
concentracdo salina (Figura 20g-i). Esse comportamento pode estar associado a
uma condi¢ao limitante que € atingida a altas concentracdes salinas, a partir da qual,
0 comportamento do sistema ndo pode mais ser descrito pelo modelo da teoria
DLVO. A discussdao dessa hipétese sera apresentada na secado 4.4 sobre

condensacao idnica.
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Figura 20 — Fracdo de PRP precipitado na presenca de sais (NaCl, NH4Cl ou MgCl,). Concentracao salina: 1000 mmol/L (e), 500
mmol/L (¢), 200 mmol/L (¢), 100 mmol/L (®) ou 10 mmol/L (+). Condi¢des: [PRP] inicial, 500 mg/L; temperatura, 25°C.



65

Considerando os ensaios com sais monovalentes, os valores de &.
foram calculados e sua relagdo com a concentragdo salina do sistema pode ser
observada na Figura 21, para NaCl e NH4CI.
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Figura 21 — Relag&o entre o logaritmo natural da concentracdo de NaCl ou NH4Cl e
€t NA presenca de etanol (@), acetona ( ¢) ou isopropanol (<) (a, c). Valores
médios para os trés solventes testados (b, d)

A especificidade do solvente nao foi observada no caso de NaCl, mas a
precipitacdo de PRP na presenca de NH4Cl mostrou-se levemente dependente da
natureza do solvente. Neste caso, os resultados indicam que isopropanol foi mais
efetivo na reducédo da solubilidade de PRP, seguido por acetona e etanol (Figura
21c). E importante destacar que neste trabalho empregamos simplificacdes no
célculo da constante dielétrica do sistema, em que foram desconsideradas variagdes
no volume da solucao decorrentes da mistura. Relatos da literatura apontam que a
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natureza do solvente praticamente ndo afeta seu comportamento eletrostatico, como
exemplificado no caso de xantana apresentado no item 2.4.3. No caso de DNA, foi
verificado que ndo ha especificidade do solvente quando sdo empregados alcoois ou
acetona (ARSCOTT et al., 1995; MEL'NIKQV et al., 1999). Contudo, essa afirmacao
nao pode ser generalizada, tendo em vista que os trabalhos experimentais sobre
esse tema nao apresentam uma andlise extensiva dos solventes e também existem
contraexemplos relatados que fogem a esta regra, como o caso do etileno glicol
(MEL’NIKOV et al., 1999).

Como consequéncia dos resultados apresentados na Figura 21, a relacéao
entre o logaritmo natural da concentragéo salina e o inverso de ¢, também é linear.
Essa constatacao experimental corrobora a hipétese de que a precipitacdo de PRP
ocorre devido ao balanco de forgas eletrostaticas de longo alcance que atuam sobre
cada molécula de PRP, de acordo com a teoria DLVO. Além disso, a relacdo entre
as variaveis reflete a validade de duas simplificacées feitas para a analise dos
sistemas: (a) a constante dielétrica pode ser considerada continua e independente
da concentragéo salina; (b) .4 € um parametro adequado para caracterizagdo do
ponto de agregacao das particulas.

A maior diferenca observada entre os resultados com NaCl e NH4Cl é a
maior influéncia da natureza do solvente nos ensaios com o sal de aménio. Isso
pode estar relacionado com o maior tamanho do contraion (NH4"), a sua maior
densidade de cargas ou a existéncia de ligacoes sitio-especificas com a cadeia de
PRP. O efeito da especificidade de ions na solubilidade de PRP sera abordado com
mais detalhes posteriormente, na segéo 4.6.

A precipitacdo de PRP na presenca de MgCl, resultou em um perfil
distinto da relagdo entre concentragdo salina e €., quando comparado com NaCl
ou NH4CIl. Nos ensaios utilizando etanol, acetona ou isopropanol como
antissolventes, ndo foi observada a relacdo linear entre o logaritmo natural da
concentracao de MgCl, e ¢, (Figura 22). Apenas a partir de 100 mmol/L foi
verificado que o decréscimo da concentragao salina resultou também na queda de
eorie- Uma possivel explicacdo € que nas condi¢cdes dos ensaios foi atingida uma
condicdo limitante de alta concentracdo salina, onde nao € possivel descrever o
comportamento do sistema através da teoria DLVO. E importante destacar que na
presenca de NaCl ou NH4CIl, mesmo a forcas idnicas iguais 1 mol/L, ndo foram
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observadas variagdes em relacdo ao comportamento tedrico. Contudo a teoria de
Debye-Hiickel indica que a repulsdo entre cargas s6 pode ser corretamente
calculada para sistemas muito diluidos, nos quais a forga i6nica nao ultrapasse 100
mmol/L. Portanto, propomos a complementagdo do modelo visto até agora com a
teoria da condensacdo i6nica de Manning, com o intuito de compreender as
condicdes limitantes do sistema. Além disso, pretendemos explicar a existéncia do

ponto critico de agregacao das particulas.
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Figura 22 — Relacao entre o logaritmo natural da concentracdo de MgCl; e €4t na
presenca de etanol (#), acetona (¢) ou isopropanol (<) (a). Valores médios (b).

4.4. Condensacao i6nica na precipitacdo de PRP

O fendbmeno de condensacao ibnica em polieletrélitos pode ser descrito
matematicamente através do modelo proposto por Manning (MANNING, 1978),
conforme descrito no item 2.2.1. Segundo esse modelo, os polieletrélitos sao
caracterizados pela distdncia média, b, entre os seus grupos carregados. Esse
parametro € combinado a teoria de Debye-Hiickel, resultando em um parametro
adimensional, ¢, que é inversamente proporcional a constante dielétrica do sistema e

a distancia b (Equacéo 4.2):

2

§=— (4.2)

- dmeegkTh

A interagéo entre grupos iGnicos é determinada pela extensdo das duplas
camadas elétricas, que sdo caracterizadas pelo comprimento de Debye, k1.
Segundo esse modelo, os contraions de valéncia N ndo estao ligados diretamente
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aos grupos idnicos do polieletrdlito, mas circulam livremente em uma regido proxima
a este, denominada V, (Equacao 4.3) (MANNING, 1978):

Ve = 4meL,N'v™ (v +v")(§ = N"H)b3 (4.3)

Nesse sistema, o equilibrio é atingido pela minimizagcdo da energia livre
através da reducao da entalpia e aumento da entropia. Segundo Manning (1978),
esse fendmeno pode ser descrito pela Equacdo 4.4, através da qual se pode
determinar a fragao de contraions de carga N, associados a cada grupo carregado
do polieletrélito, 6y:

10391\] _ _ __ _—kb
1+1n (—VP o QNCP)) = —2N&(1—N6y) In(l — e™*?) (4.4)
Finalmente, é possivel calcular a fracdo do polieletrélito neutralizado, 6,

através da Equacéo 4.5:

Como consequéncia da formulagédo tedrica, as principais variaveis que
regem a condensacgao idnica sédo a forga ibnica e a constante dielétrica do sistema,
semelhante a formulagdo da teoria DLVO. Experimentalmente, essas variaveis sao
manipuladas pela adicdo de sais ao sistema e pela alteragdo da composi¢do do
solvente.

Diversos estudos com DNA relatam que a alteracdo da estrutura
tridimensional e a consequente agregacao das moléculas ocorrem em sistemas
onde a fragcdo do polimero neutralizado € constante, independente da concentragédo
salina, fragdo volumétrica ou natureza do solvente utilizado (ARSCOTT et al., 1995;
BLOOMFIELD; MA; ARSCOTT, 1993; FLOCK; LABARBE; HOUSSIER, 1996).

Nesse trabalho, os ensaios conduzidos anteriormente nos fornecem
dados importantes no célculo da fracdo de polimero neutralizado no momento da
precipitacdo — concentracao salina e ¢.,.;. Contudo, o calculo de 6, necessita ainda
do parametro b, indisponivel na literatura para o PRP. Para a simplificacdo dos
célculos e andlise, a partir de agora utilizaremos apenas os dados experimentais de
precipitacdo de PRP com etanol, na presenca de NaCl ou MgCl,. Em uma etapa

inicial, analisaremos os valores de ¢, para cada concentracao de NaCl (
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Tabela 14), ja apresentados anteriormente em formato gréafico, na Figura
21a.

Tabela 14 — Valores de ¢, observados na precipitacdo de PRP com etanol em
funcéo da concentracao de NaCl.

NaCl (mmol/L) Ecrit

1000 56,44
500 54,68
200 51,27
100 49,41
10 43,58

Através das Equacbes 4.2 a 4.5, foram calculados os valores de 6p
(Figura 23) e de kb (Figura 26) para cada condigao experimental apresentado na
Tabela 14 em funcéo de valores hipotéticos de b, escolhidos de acordo

com valores tipicos apresentados anteriormente na Tabela 3 da secao 2.2.2.
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Figura 23 — Fragao neutralizada do PRP, 6,, em funcao da concentracdo de NaCl e
da distancia entre grupos fosfato do PRP, b.
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Figura 24 — Parametro adimensional, kb, em funcao da concentracdo de NaCl e da
distancia entre grupos fosfato do PRP, b.

E possivel perceber que menores valores de b resultam em um mesmo
valor de 6p, fato que esta plenamente de acordo com a hipétese de que existe uma
fracdo minima de grupos carregados que precisam estar neutralizados para que a
precipitacado ocorra (ARSCOTT et al., 1995; FLOCK; LABARBE; HOUSSIER, 1996).
Considerando a média de 6, entre as condi¢cées experimentais (Tabela 15), verifica-

se que o seu desvio cresce rapidamente com o aumento da distancia hipotética b.

Tabela 15 — Fracdo neutralizada média do polimero, 6,, calculadas em funcao dos
dados experimentais e da distancia b entre grupos fosfato do PRP.

b (A) 0, média

0,5 0,9562 + 0,0032
1,0 0,9164 + 0,0036
1,5 0,8833 + 0,0086
2,0 0,8587 + 0,0251
2,5 0,8440 + 0,0527

Considerando que os ensaios de precipitacdo de PRP na presenca de
NaCl e etanol resultaram em uma correlacao linear entre o logaritmo natural da
concentracdo de NaCl e a constante dielétrica do solvente, supomos que o0s ensaios
em questdo encontram-se dentro das condi¢cdes limitantes da condensagao idnica.
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Segundo Manning e Ray (1998), a extensdo da condensacao ibnica pode ser
corretamente calculada quando o valor de kb € menor do que a unidade. Nessa
condicdo, existe a sobreposicdo dos campos elétricos gerados por grupos
carregados vizinhos do PRP, que exercem influéncia eletrostatica sobre cada
contraion. Valores de kb maiores que 1 significam que a extensao da dupla camada
elétrica € da mesma ordem de grandeza que a distancia entre os grupos carregados
do PRP e podem haver interacbes sitio especificas entre esses grupos e 0s
contraions.

Na precipitagdo de PRP com NaCl e etanol, considerando valores de b
menores do que 2,5 A, todos os ensaios citados apresentaram valores de kb
menores do que 1 (Figura 24). Portanto, assumindo a premissa de que a distancia b
€ constante para todas as condicoes experimentais e que a precipitacdo deve
ocorrer a uma fragdo constante do polimero neutralizado, pode-se especular uma
faixa de valores de b, tal que os dados experimentais sejam condizentes com a
teoria, considerando uma variancia definida. Neste trabalho assumiremos um desvio
de 3%, estabelecido pela andlise dos resultados experimentais, apresentados na
Figura 23. Dessa forma, temos que a distancia b do PRP deve ser menor ou igual a
2 A, conforme os dados apresentados na Tabela 15.

A teoria da condensacao ibnica é aplicavel a contraions de diferentes
valéncias, desde que ndo existam interacdes sitio especificas entre o polieletrdlito e
os contraions. Portanto, decidimos analisar os dados experimentais de precipitacao
de PRP na presenca de MgCl, e etanol. Nossos resultados apontam que, para as
concentracbes de MgCl, testadas, ndo existe uma relacdo definida entre
concentracao de sal e a constante dielétrica do sistema, como verificado para NaCl
e NH4CI (Figura 20). Nesses casos os valores de ¢ SO apresentaram a relacao
esperada com a concentracao salina quando esta foi menor ou igual a 100 mmol/L,
na qual menores concentracoes de MgCl, resultaram em menores valores de &,
(Tabela 16). Esse comportamento provavelmente estd associado a existéncia de um
limite de condensagéo, em que a partir de uma determinada concentragao salina a
fracdo de cargas do polieletrélito permanece constante (FLOCK; LABARBE;
HOUSSIER, 1996).
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Tabela 16 — Valores de ¢, observados na precipitacdo de PRP com etanol em
fungéo da concentragdo de MgCl..

MgCl, (mmol/L) Ecrit

1000 54,29
500 56,87
200 57,98
100 58,34
10 56,34

E importante destacar que a andlise tedrica e manipulacdo dos dados que
segue so se fez necessaria para a comparacao dos dados com NaCl e MgCls, tendo
em vista que nem todas as concentragées de MgCl, testadas encontraram-se dentro
das condigdes limitantes do modelo de condensacéao ibnica. Uma abordagem mais
precisa para a determinagao da fragao de cargas neutralizadas do PRP na presenca
de MgCl, seria conduzir ensaios a diferentes concentracbes salinas, que se
encontram dentro da condicdo limitante, como foi realizado com NaCl.

No caso da precipitacdo de PRP com MgCl, e etanol, os valores de 6,
(Figura 25) e kb (Figura 26) foram calculados a partir dos dados apresentados na
Tabela 16.
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Figura 25 — Fracao neutralizada do PRP, 6,, em funcao da concentracao de MgCl, e
da distancia entre grupos fosfato do PRP, b.
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Figura 26 — Parametro adimensional, kb, em funcao da concentracdo de MgCl, e da
distancia entre grupos fosfato do PRP, b.

O perfil de valores de 8, e sua relagdo com o aumento da distancia b
foram semelhantes aos ensaios com NaCl. Em ambos os casos a convergéncia
para um mesmo valor de 8, s6 ocorreu a menores valores de b (Figura 25).
Contudo, no caso de MgCl, esperava-se a divergéncia nos resultados a partir de
concentracdes maiores que 100 mmol/L, conforme discutido anteriormente. Sendo
assim, considerando a maxima distancia b definida anteriormente igual a 2 A, temos
que a divergéncia ocorre quando kb é maior do que aproximadamente 0,5 (Figura
26), ou seja, foi estabelecida uma distancia b maxima (2 A) de acordo com os
resultados com NaCl e etanol e uma concentragéo salina méaxima (100 mmol/L), com
base na relacao entre a concentracdo de MgCl. e ¢.,;. O valor de kb do sistema foi
entdo calculado e considerado como uma nova condigéo limitante, com o intuito de
se ter um parametro quantitativo para comparar os resultados dos experimentos de
precipitacdo de PRP com NaCl e MgCl..

Os dados de precipitacdo de PRP apresentados nas Figuras 23 e 25
foram entdo selecionados de modo a satisfazer as Inequacgdes 4.6 e 4.7. As médias
dos valores de 6, para cada distancia b sdo apresentadas na Figura 27.

b <2A (4.6)

kb < 0,5 (4.7)
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Figura 27 — Valores médios de 6pcalculados a partir das condi¢coes experimentais
que satisfazem a restricdo kb < 0,5. NaCl (e), MgCl, ().

Considerando diferentes valores possiveis de b, é possivel verificar que
independente do sal utilizado, a variacao de 6, foi muito pequena. No caso de NaCl,
foram empregados de trés a quatro pontos experimentais para calcular o valor médio
de 6p, enquanto que para MgCl,, foram apenas dois ou trés pontos. Portanto,
podemos afirmar que independente da distancia b considerada, a precipitacdo de
PRP ocorreu quando uma fragdo determinada de PRP foi neutralizado. Também foi
observada diferencas entre os valores de 6, calculados a partir de NaCl ou MgCl,
devido ao numero reduzido de ensaios para o sal de magnésio.

Um fato que merece destaque é que assumindo distancias entre grupos
fosfato entre 1 e 1,5 A, os valores de 6, calculados a partir dos dados experimentais
com NaCl estdo entre 92% e 88%, valores muito proximos aos observados na
precipitagcdo de DNA (ARSCOTT et al., 1995; BLOOMFIELD; MA; ARSCOTT, 1993;
FLOCK; LABARBE; HOUSSIER, 1996). A confirmacdao das previsbes e a
determinacao de 6, para a precipitacao de PRP de maneira mais precisa podera ser

feita por meio da verificagdo da distancia média entre os grupos fosfato da molécula.

4.5. Influéncia da concentracao de NaCl e da natureza do solvente na morfologia
do precipitado

Os resultados apresentados até esse ponto suportam a teoria de que a
precipitacdo de PRP ocorre devido ao balanco de forcas eletrostaticas no sistema e
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a neutralizacdo dos grupos fosfato do polimero. A extensdo da neutralizacdo é
funcdo, principalmente, de duas variaveis: forca idnica e constante dielétrica. A
modelagem matematica do fenbmeno e os resultados experimentais indicam que
existe uma relacao bem definida entre essas variaveis, na qual ocorre a precipitacao
do PRP. Apesar de termos verificado anteriormente que a morfologia do precipitado
€ sensivel a concentracao inicial do PRP (Secédo 4.1), o efeito da concentracédo
salina e da natureza do solvente na morfologia do precipitado ainda é desconhecido.
Portanto, abordaremos essas questdes a sequir.

Em um primeiro ensaio foi estudado o efeito da natureza do solvente em
sistemas com concentracdes salinas e constantes dielétricas definidas. Para isso
foram adicionadas diferentes fracbes volumétricas de cada solvente (etanol, acetona
ou isopropanol), de modo a se atingir a constante dielétrica igual a 50. Em todos os
ensaios a concentracao inicial de PRP foi 500 mg/L e a concentracdao de NaCl foi
500 mmol/L. A alteracdo do solvente resultou em diferencas significativas quanto a
disposicao e ao tamanho dos cristais (Figura 28).

Etanol Acetona Isopropanol

Figura 28 — Efeito da natureza do solvente na morfologia dos precipitados de PRP.
Precipitacdo com etanol, acetona ou isopropanol: €, 50, NaCl, 500 mmol/L. Imagens
na mesma linha foram obtidas da mesma amostra.

Entretanto, os ensaios foram realizados em condicbes de mesma
solubilidade do polimero, devido a mesma constante dielétrica e forca ibnica do

sistema. Portanto, ndo ha evidéncias de que diferencas na morfologia do precipitado
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resultem em diferencas na solubilidade, conforme sugerido por Pinheiro et al. (2016)
e discutido anteriormente na secao 4.1. Os agregados de PRP em meio contendo
etanol apresentaram-se mais compactos e com estrutura mais ordenada do que os
outros solventes. O tamanho dessas estruturas, contudo, foi o menor em
comparagdo com os dois outros solventes. Os agregados em meio com acetona
também se apresentaram altamente ordenados, com tamanho visivelmente maior do
gue aqueles em meio contendo etanol. Dos trés solventes testados, o meio contendo
isopropanol resultou em estruturas com a menor organizagdo e com maior tamanho.
As diferencas relacionadas ao tamanho e compactacado estdo relacionadas a sua
taxa de nucleacao e crescimento, que por sua vez dependem natureza do solvente.
A contribuicdo especifica do solvente envolve parametros como viscosidade,
densidade molecular, difusividade e propriedades de transferéncia de massa e calor
(MYERSON, 2002).

O segundo experimento teve como objetivo avaliar o efeito da
concentragdo salina na precipitacdo de PRP. Para isso, foram testados diferentes
sistemas com PRP a 500 mg/L e etanol, de forma a atingir o valor de ¢ igual a 45. As
concentracdes de NaCl testadas foram 10, 50, 100, 200 e 500 mmol/L. Assim como
no experimento anterior, a analise das micrografias apontam para grandes
diferencas na estrutura do precipitado (Figura 29). Maiores concentracdes de NaCl
resultaram em agregados significativamente maiores, enquanto que menores
concentragdes de sal resultaram em estruturas mais compactas, em que a distancia
entre elas é reduzida. Esse fato ndo condiz com o comportamento teérico esperado,
pelo qual maiores supersaturacdes resultam em maior numero de nudcleos, que
resultam em agregados de menor tamanho (MYERSON, 2002).

Outra observacdo que merece destaque é que os agregados do sistema
com NaCl 500 mmol/L apresentam uma estrutura muito semelhante a condicdo com
menor concentragcado salina. Esse comportamento é caracteristico de fractais, em
que as estruturas formadas sdo semelhantes em qualquer escala observada. De
fato, é reconhecido que coloides podem agregar em estruturas semelhantes a
fractais (LAZZARI et al., 2016), passiveis de ser identificadas por diferentes técnicas,
como microscopia, reologia ou espalhamento de luz. Esse fato abre uma gama de
possibilidades de analise de polissacarideos carregados, como o PRP, pela anélise

do efeito das variaveis do sistema na dimensao fractal das particulas. Inclusive, a
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Figura 29 — Efeito da concentragdo de NaCl na morfologia dos precipitados de PRP.
Precipitagdo com etanol a ¢ igual a 45. Imagens na mesma linha foram obtidas da
mesma amostra. Barras pretas indicam o comprimento igual a 100 ym.

analise de fractais de coloides possibilita também o estudo de sistemas em equilibrio
cinético, mas nao termodinamico, como é o caso de sistemas coloidais que se
encontram na regido metaestavel, caracterizada pelo minimo secundario de forga

DLVO, conforme apresentado anteriormente na Figura 5 da secéo 2.1.1.3.

4.6. Influéncia da natureza dos cations na solubilidade do PRP

A agregacao de coloides ibnicos carregados depende em grande parte da
forca ibnica da solugdo e da valéncia dos compostos ibnicos, conforme considerado
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na teoria DLVO, mas também da natureza dos compostos iGnicos soluveis,
conforme relatado inicialmente por Hofmeister. O efeito do tipo de sal, mais
especificamente da natureza do grupo catidnico, na precipitacdo de PRP foi
estudada através de cinco grupos de ensaios, cada qual na presenga de 200 mmol/L
de diferentes sais de cloro (CaCl,, MgCl,, KCI, NaCl e NH4ClI), visando eliminar a
influéncia do anion na interpretacdo dos dados. Para cada sal, foram testadas
diferentes concentragdes de etanol, de modo a identificar o ponto em que ocorre a
precipitacao do polimero. Em todos os ensaios a concentragéo inicial de PRP foi 500
mg/L e a temperatura 25°C. Nao foi adicionado tampao aos sistemas.

Verificou-se que a natureza dos cations presentes em solucdo alterou
consideravelmente a concentracdo critica de etanol necessaria para a precipitacdo
de PRP (Figura 30).

100% -

80% -

60% - —o—NH ,CI
—o—NaCl

40% + —o—KCl
—o—MqgCl

20% - g2
——CaCl;2

OO/O T T T T T 1
3 0,4 0,5 0,6 0,7

0,1 0,2 0,

PRP precipitado

)

¢ etanol

Figura 30 — Efeito de diferentes sais de cloro na precipitacdo de PRP em funcéo da
fracao volumétrica de etanol. Condicbes: Concentracao de PRP inicial, 500 mg/L;
concentracao salina, 200 mmol/L; temperatura, 25°C.

A ordem de efetividade dos sais foi idéntica a apresentada por alguns
autores que estudaram a precipitacao de outros polissacarideos carregados (GUO et
al., 2016; SMIDSR@D; HAUG, 1967) e condiz com a série liotrépica, conforme

segue:

Ca?* > Mg?* > K* > Na* > NH,*
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Apesar de as variaveis raio ibnico e densidade de carga influenciarem o
nivel de interagdo entre os grupos fosfafo do PRP e os cations, ndo foi observada
uma relagdo direta entre essas propriedades e a efetividade dos cations em
promover a agregagao do polimero (Tabela 17). De fato, outros parametros sao
essenciais na determinacao da série liotrépica, como estrutura da agua e potenciais
de dispersao ibnicos, mas ainda ndo se sabe a relacdo entre essas variaveis
(BOSTROM; WILLIAMS; NINHAM, 2004).

Tabela 17 — Caracteristicas relevantes dos grupos id6nicos para o estudo da
efetividade de ions na precipitacdo de PRP: raio ibnico (MARCUS, 1988; SIDEY,
2016) e densidade de cargas (valéncia/raio i6nico).

L Raio i6nico Densidade
Grupo iénico

(A) de cargas
ca*™ 1,03 1,94
Mg®* 0,70 2,86
K* 1,41 0,71
Na* 0,97 1,03
NH4* 1,48 0,68

E importante destacar que as aplicacdes da série liotrépica geralmente
envolvem fenbmenos em ambientes aquosos em concentragdes salinas elevadas,
como no caso de salting-out de proteinas. Os dados apresentados indicam que a
série liotrépica permanece inalterada mesmo para ambientes ndo aquosos, nos
quais as propriedades eletrostaticas do meio sdo completamente diferentes de
ambientes aquosos. Em sistemas com menores constantes dielétricas a interagao
entre ions ocorre mesmo a baixas concentracdes iGnicas, devido ao maior alcance
das forgas eletrostaticas.

Outra observacao relevante é a diferenca entre os perfis de queda de
solubilidade para sais divalentes e monovalentes (Figura 30). Na presenca de sais
de célcio e magnésio a queda na solubilidade foi mais suave, enquanto que sais
monovalentes favoreceram a queda abrupta da solubilidade com o aumento da
concentragédo de etanol. Esse fenébmeno pode estar relacionado com o tamanho e a

hidratacdo dos ions e contraions, conforme a teoria proposta por Collins (2004).
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Nessa teoria, o autor classifica ions pela “forga” de interagdo com a agua, através de
medidas de eluicdo em cromatografia de permeagcdo em gel e de parametros de
viscosidade. Utilizando o segundo critério como referéncia, a viscosidade da solucao
salina pode ser descrita pela Equacao (4.6) (COLLINS, 2004).

n/ne = 1+ Ac'/? + Bc (4.6)

em que n é a viscosidade da solugéo salina, n, é a viscosidade da agua, c € a
concentragdo salina, A € uma constante eletrostadtica e B € o coeficiente de
viscosidade de Jones-Dole, que mede diretamente a for¢a da ligagdo ion-agua em
relacdo a ligacao agua-agua (COLLINS, 2004). Valores positivos de B indicam que a
ligagdo ion-agua é favorecida em relacdo a ligagdo agua-agua e os ions sao,
portanto, fortemente hidratados (cosmotropicos). Valores negativos, por sua vez, sédo
caracteristicos de compostos fracamente hidratados (caotrépicos). Com base nessas
definicbes, a teoria de Collins propdée que a ligacao forte entre dois grupos
carregados se da preferencialmente se ambos forem caotrépicos ou cosmotropicos.
Aplicando-se os conceitos de afinidade de ligacdo com a agua para os
grupos estudados (Tabela 18), verifica-se que o grupo fosfato apresenta o maior
coeficiente B de viscosidade, o que significa que este grupo é fortemente hidratado.

Tabela 18 — Coeficientes B de viscosidade de Jones-Dole (COLLINS, 2004) dos
grupos iénicos aqui estudados.

Grupo iénico B

Ca** 0,285
Mg®* 0,385
K* -0,007
Na* 0,086
NH,* -0,007
PO4* 0,590
cr -0,007

De fato, grupos PO,> possuem de 6 a 18 moléculas de &gua ligadas a sua estrutura
(MARCUS, 1988). Dessa forma, espera-se que os grupos fosfato do PRP formem
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ligacdes fortes com cations cosmotrépicos, como Ca?* e Mg?*, e ligacdes fracas com
cations caotrépicos, como K* e NH,4". O perfil de precipitagdo observado para PRP
pode ser uma consequéncia direta desse fendmeno. No caso do ion Na*, apesar de
seu coeficiente B de viscosidade ser positivo, seu comportamento foi semelhante
aos cations caotropicos, fato que pode estar relacionado com a composicao do

solvente, divergindo assim do comportamento teérico para solu¢des aquosas.
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CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

5.1. Conclusoes

O estudo da precipitacdo de PRP na presenca de sais e solventes foi

valioso no entendimento do mecanismo que rege esse fenémeno. Foi possivel

identificar a relacdo entre as principais varidveis do sistema — forga ibnica e

constante dielétrica — por meio da aplicacdo da teoria DLVO. Além disso, os

resultados indicam que a extensdo e o modo que 0s contraions se ligam aos grupos

carregados do PRP podem ser preditos pela teoria da condensacédo ibnica. As

principais conclusdes deste trabalho foram:

(i)

(ii)

(i)

A relacdo entre o logaritmo da concentracdo de NaCl ou NH4Cl e o
inverso da constante dielétrica critica do sistema foi linear, indicando que
estas sdo as principais variaveis envolvidas no balanco de forgas
eletrostaticas do sistema segundo a teoria DLVO.

A relagdo entre concentracdo salina e a constante dielétrica €
praticamente independente da natureza dos solventes estudados (etanol,
acetona e isopropanol). Contudo, a alteragdo do solvente do sistema
resultou em morfologias distintas do precipitado, o que evidencia sua

importancia na cinética do processo.

Em todos os ensaios observou-se a queda abrupta da solubilidade de
PRP em funcdo do aumento da constante dielétrica do sistema. Supomos
que esse comportamento esta associado a minimizagdo da energia livre
do sistema, segundo a teoria da condensagdo ibnica. Como
consequéncia, a agregacao do PRP ocorre a uma determinada fragao de
grupos fosfato neutralizada. A partir dos dados experimentais foi possivel
supor que a precipitagdo do PRP ocorre quando mais que 84% das suas
cargas sao neutralizadas, considerando que a distancia média entre
grupos fosfato vizinhos é menor que 2 A.
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Além destas, seguem as conclusdes secundarias:

5.2.

(i)

(ii)

A solubilidade do PRP em solugbes aquosas de etanol na presencga de
NaCl mostrou-se dependente da concentracao inicial do PRP. Essa
dependéncia é observada com maior clareza a baixas concentragdes do
polimero. O fenbmeno pode estar associado a estrutura do precipitado ou
ao coeficiente de distribuicdo do PRP.

Existe influéncia da natureza dos sais na precipitagdo do PRP com etanol.
A ordem de efetividade observada equivale a série liotrépica.

Sugestodes para trabalhos futuros

(i)

Verificar a relagdo entre a concentragao inicial de PRP e o seu coeficiente
de distribuicdo durante a precipitacdo com etanol.

Realizar ensaios precipitagdo de PRP com etanol na presenca de MgCly,
empregando concentragdes salinas menores que 200 mmol/L, tendo em
vista que maiores concentragdes ndo se encontram nas condigcbes
limitantes das teorias DLVO e de condensacao i6nica. Espera-se obter
resultado equivalente aqueles encontrados com NaCl e NH4ClI.

Determinar a distancia entre os grupos fosfato do PRP, para que seja
possivel calcular qual é a sua fragcdo de cargas neutralizadas do polimero
para que a precipitacao ocorra.
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