UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA ,
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS - BIOQUIMICA

ROBERTO SAVI JUNIOR

AVALIACAO MACROMOLECULAR E HIDRODINAMICA DE XANTANA E
GALACTOMANANAS NATIVAS POR ESPALHAMENTO DE LUZ

CURITIBA
2014



ROBERTO SAVI JUNIOR

AVALIACAO MACROMOLECULAR E HIDRODINAMICA DE XANTANA E
GALACTOMANANAS NATIVAS POR ESPALHAMENTO DE LUZ

Dissertacao apresentada ao Curso de P4s Graduacao
em Ciéncias - Bioquimica da Universidade Federal do
Parana como requisito parcial para obtencao do titulo
de Mestre em Ciéncias - Bioquimica.

Matricula: 02 de abril de 2012.

Orientadora: Prof2. Joana Léa Meira Silveira
Co-orientador: Prof. Rilton Alves de Freitas
Colaboradora: Dra. Heidegrid Koop

CURITIBA
2014



TERMO DE APROVACAO

Roberto Savi Junior

AVALIAGAO MACROMOLECULAR E HIDRODINAMICA DE XANTANA E
GALACTOMANANAS NATIVAS POR ESPALHAMENTO DE LUZ E REOLOGIA

Dissertagao aprovada como requisito parcial para a cbtengéo do grau de Mestre no
Programa de Pés-Graduagio em Ciéncias-Bioquimica, Setor de Ciéncias Biclogicas
da Universidade Federal do Parané, pela seguinte banca examinadora:

DS ke

Prof®. fra Joana Léa Meira Silveira — Presidente
Departamento dg Bioquimica e Biologia Molecular — UFPR

Prof Dr. 6nogo Ricardo Bazan Ducatu
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular - UFPR

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Curitiba, 10 de margo de 2014



AGRADECIMENTOS

Ao Programa de Po4s-graduacéo em Ciéncias — Bioquimica da Universidade
Federal do Parana pela oportunidade de realizar este trabalho e pelo crescimento
cientifico e as agéncias de fomento CAPES, CNPqg, REUni, Rede Nanoglicobiotec
pelo amparo financeiro.

A professora Dra. Joana Léa Meira Silveira por aceitar ser minha orientadora
nessa caminhada cientifica, pela paciéncia, pelas oportunidades de aprendizado,
pelas correcbes, pela transmissdo de forca e conhecimento e pelo seu
grandessissimo empenho no desenvolvimento dessa formacéao.

Ao professor Dr. Rilton Alves de Freitas por aceitar ser meu coorientador
durante o mestrado, pelos conhecimentos transmitidos, pela paciéncia, pelos
conselhos profissionais, pelas ideias inovadoras e visdo de trabalho.

Ao Professor Dr. Diogo Ducatti pelos conhecimentos transmitidos na disciplina
de mecanismos de reacdo, sem 0s quais seria impossivel realizar esse estudo, pela
prontiddo em auxiliar nas davidas que apareciam no decorrer do trabalho e por ter
aceitado ser banca do mesmao.

A professora Dra. Caroline Mellinger Silva, minha madrinha de graduac&o, por
ter sido uma verdadeira mentora cientifica e ter me inspirado a estudar a Bioquimica
aprofundadamente, pelas aulas ministradas, pelas broncas e elogios, pela
dedicacdo, pelo carinho e por ter aceito o convite de ser banca deste trabalho.

A minha Familia pelo apoio, for¢a, amor, e compreens&o durante os Ultimos
guatro anos em que estive envolvido com esta pesquisa de modo a muitas vezes
acabar por ficar ausente.

Ao meu pai Roberto pelo amor, ensinamentos de forgca, coragem,
persisténcia, responsabilidade, conselhos, ética, exemplo de profissionalismo e por
ser o meu Heroi.

A minha mae Elita por todo amor, carinho, compreens&o, pelos momentos em
que precisei de seu colo, conselhos, for¢a, coragem, fé e por ser minha Heroina.

As minhas irmds Day e Dany pelo amor, momentos de amizade, alegria,
desabafo, apoio e todo cuidado que tiveram com o cagula.

A minha namorada Amanda pelo amor, momentos de cumplicidade, apoio,

pelas alegrias, paciéncia e carinho.



Ao meu tio Rogério pelos conselhos, inspiracdes, orientacdes, desabafos,
forca e pelo incentivo em continuar progredindo.

A minha tia Marcia pela forma de ver o mundo, pelo exemplo de fé e
perseveranca e pelo apoio nos momentos em que precisei.

A professora Dra. Maria Rita Sierakovski pelas grandiosas contribuicbes no
trabalho, pela prontiddo as atividades que se fizeram necessarias no decorrer do
mestrado, pela avaliacdo do projeto e pelo amparo técnico-cientifico direto e indireto.

A Heide pela amizade construida no decorrer dos Gltimos quatro anos, por ter
me ensinado como trabalhar com muita paciéncia e grandeza, pelos diversos
momentos de descontragdo, pelo incentivo e por ter me transmitido sua forma de
pensar a pesquisa.

A Eliz por toda a ajuda, disponibilidade, boa vontade, por ter me transmitido
seguranca em trabalhar no HPSEC-MALLS, pelas vezes que me ajudou no
laboratério, pelos cafezinhos que tomamos bem cedo, pelas vezes que me salvou de
ficar trancado para fora do laboratério e por ter se tornado uma grande amiga.

A Marina pela amizade, pelas ideias inovadoras, pelas longas conversas e por
me transmitir a coragem e o incentivo de buscar o novo.

A Shayla pela amizade, momentos de descontracdo, pelas inimeras vezes
gue me ajudou com experimentais e com as disciplinas, pelas vezes que me salvou
de ficar trancado para fora do laboratério e pelas palavras de incentivo.

Ao professor Dr. Guilherme Sassaki pela ajuda e amparo cientifico nos
raciocinios de ressonancia, pela visdo diferenciada da ciencia, pelas palavras de
incentivo e amizade.

A professora Fernanda Simas pela amizade, pelo apoio, pelas convesas
sobre perspectivas futuras, pela inspiracdo, pelo apoio e por ter sido umas das
pessoas que me fez querer seguir essa carreira de pesquisador.

Ao professor Dr. Miguel Noseda pela inspiracdo como pesquisador, pela
amizade e pelo incentivo.

Aos professores Dr. Diogo Ducatti e Dr. Thales Cipriani pela supervisdo
durante o estagio em docéncia realizado no segundo semestre do mestrado, e pelas
suas contribui¢cdes de cunho inspiratério na realizagcdo do mesmo.

A professora Dra. Agnes de Paula Scheer pelo empréstimo do equipamento
onde realizamos a granulometria dos polissacarideos estudados no trabalho.

Ao professor Gilberto Abate pelo empréstimo do Fotdometro de chama

utilizado para quantificar os ions da xantana.



Ao professor Dr. Lucas Ferrari pelos ensinamentos que possibilitaram o
desenvolvimento do programa de andlise de dados do experimento de mistura
automatica continua com espalhamento de luz.

Aos meus colegas de iniciacdo cientifica Edson, Rodrigo e particularmente ao
Augusto que teve uma participacdo bastante importante no caminhar da iniciacao
pela amizade que tinhamos que tornou o desenvolvimento bem mais facilitado.

Aos alunos de iniciacdo cientifica Surya e José, pela ajuda com a parte de
extracdo e purificacdo das galactomananas e a Jéssica e Luana pelo apoio e
cafezinhos no laboratorio.

Aos amigos André, Augusto, Felipe, Hamilton, Jairo, Tamashiro e Tisca pelos
momentos em que tudo que eu precisava era dos bons e velhos amigos, para
conversar, dar risada, tomar uma cerveja, fazer um churrasco, ganhar coragem e
folego para comecar a estudar novamente.

Aos amigos Cassiano e Pauline que conheci no laboratério ao lado, com
quem desenvolvi uma grande amizade e que levarei além dessa etapa da minha
vida.

Ao Larry, pelas grandiosas discussfes desde sobre os mais nao-
convencionais raciocinios de fisico-quimica até célculos simples de molaridade, os
quais sentia uma necessidade incrivel de confirmar, e, também pelo incentivo em
procurar 0 Novo.

Ao Arquimedes e Diego, quero dizer Pop6, pela ajuda no RMN, pela visdo de
pesquisa, pelas conversas sobre as possibilidades de experimentos e ensaios e
pelas tantas vezes que me direcionaram a um caminho mais facilitado.

Aos amigos Alex, Lucas e Euclides, que tornaram mais prazeroso o tempo
investido nas disciplinas do mestrado e também nas horas de tomar aquele
cafezinho esperto.

A minha turma de mestrado, 2012-2014, pela compania nas disciplinas
formativas, pela ajuda que todos deram quando requisitados, pelos momentos de
descontracéo, desabafo, bagunca, estudo, bagunca, seminéarios, bagunca, referatas,

apoio e amizade.



"Se fui capaz de ver mais longe, € porque me apoiei em ombros de gigantes."
Sir Isaak Newton

“Vocé pode encarar um erro como uma
besteira a ser esquecida, ou como um
resultado que aponta uma nova direcdo.”
Steve Jobs



RESUMO

A interacdo binaria entre xantana e galactomananas de guapuruvu [G -
relacdo manose:galactose (Man:Gal) 2,5:1] e bracatinga (B - Man:Gal 1,1:1) vem
sendo bastante estudada. O mecanismo de interacdo entre esses polissacarideos
envolve a ligacdo de hidrogénio formada entre o oxigénio do hemiacetal da manose
interna do trissacarideo de xantana, com o hidrogénio da hidroxila ligada a C-2 da
manose livre da cadeia principal da galactomanana, entretanto, pouco se sabe sobre
a influéncia dos contraions nesta interacao, visto que os estudos realizados até hoje
utiizam a xantana em seu estado sodico. A xantana pode assumir duas
conformacdes estruturais de acordo com sua composicao idnica, sendo hélice
simples e hélice dupla (sédica). O presente trabalho possui duas frentes, sendo a
primeira delas a purificacdo da xantana através de um protocolo envolvendo
autoclave e dialises exaustivas contra agua ultra pura (tipo 1), visando obter xantana
em hélice simples, e a segunda avaliar, utilizando técnicas reolégicas, a interagdo
com as galactomananas B e G em 4gua e adicionando sal a solu¢éo. Foi observado
o comportamento da xantana em hélice simples pela metodologia em tempo real de
mistura automatica continua acoplada a detectores de espalhamento de luz laser,
indice de refracdo e viscosimétrico, e pbdde-se concluir que mesmo apés a
redisponibilizacdo de NaCl, a molécula de xantana purificada ndo torna a formar
hélice dupla. Quanto a interacdo binaria entre os polissacarideos, concluo-se que a
xantana em hélice simples ndo é capaz de interagir tdo fortemente com as
galactomananas a ponto de formar um gel forte, como acontece com a xantana em

hélice dupla quando misturada com galactomananas.

Palavras chave: Xantana, Galactomanana, Influéncia idnica, conformacéo

macromolecular, interacao sinérgica.



ABSTRACT

The binary interaction between xanthan and galactomannans from guapuruvu
[G - mannose:galactose ratio (Man:Gal ) 2.5:1 ] and bracatinga (B - Man:Gal 1.1:1)
has been extensively studied. The mechanism of interaction between these
polysaccharides involves the hydrogen bond formed between the hemiacetal oxygen
in the internal mannose unit of the trisaccharide portion of xanthan with the hydroxyl
hydrogen attached to C-2 of the free mannose main chain of galactomannan.
However, little is known about the influence of the counterions in this interaction, as
most studies conducted to the present time use xanthan in its sodium state. Xanthan
can take two structural conformations according to their ionic composition: single
stranded and double stranded (sodium). This study has two fronts, the first one being
the purification of xanthan by a protocol involving autoclaving and exhaustive dialysis
against Type I-ultra pure water to obtain single stranded xanthan, and the second
part, using rheological techniqgues to evaluate xanthan interaction with
galactomannans (B and G) in water and saline solutions. It was observed that the
behavior of single stranded xanthan by using real-time automatic continuous mixing
coupled to laser light scattering, refractive index and viscometric detectors, and
concluded that even after adding NacCl, purified xanthan molecules cannot form
double helix structures. Regarding the binary interaction between both
polysaccharides, we concluded that single stranded xanthan is not able to make
strong interactions with galactomannans, so as to form a strong gel, as double helix

xanthan is.

Key words: Xanthan, Galactomannan, lonic influence, macromolecular conformation,

sinergic interaction.
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1. INTRODUCAO

Os polissacarideos sdo alvo de estudo para formacéo de géis, principalmente
utilizados nas industrias alimenticia, cosmética ou farmacéutica, e até mesmo na
construcdo civil (VENDRUSCOLO et al.,, 2005; NASCIMENTO et al., 2010;
SALVALAGGIO, 2010; KOOP et al. 2009, 2012 e 2013).

Eles podem ser utilizados tanto isoladamente como concomitantemente com
outros polimeros como proteinas ou outras classes de polissacarideos, e, dentre as
possiveis combinacfes destaca-se a interacdo xantana e galactomanana. A
interacdo sinérgica desses dois polissacarideos gera um gel, enquanto que
isoladamente ambos originam solugdes viscosas (MORRIS et al., 1980; WANG et
al., 2002; KHOURRIEH et al., 2007, SANDOLO et al., 2010).

Vérias pesquisas foram realizadas visando esclarecer as interacdes inter e
intramoleculares desses polissacarideos, entretanto fatores como a forga idnica dos
solventes, temperatura de mistura, propor¢do polissacaridica e a estabilidade do
sistema necessitam de mais investigacdo. Existe ainda, a necessidade de valorizar
as galactomananas nativas na discussdo de mistura de xantana com
galactomanana. (WANG et al., 2002; JOSHI et al.,, 2003; RICHTER et al., 2005;
KHOURYEH et al., 2007; CERQUEIRA et al.,, 2009; SANDOLO et al.,, 2010;
SALVALAGGIO et al., 2010).

Ressalta-se nesse trabalho a magnitude dos custos a que a industria
brasileira é submetida com a importacdo das galactomananas comerciais. Dentre as
fontes de galactomananas comercias destacam-se as obtidas de sementes de
Cyamopsis tetragonolobus (guar) e Ceratonia siliqua (alfarroba). No ano de 2013
foram importados mais de 450.000 Kg de alfarroba, o que representa um valor de
mais de 7,3 milhdes de reais e para goma guar esses valores foram de 3.400.000 Kg
e 53 milhdes de reais, no mesmo periodo (ALICEWEB2, 2014).

E possivel encontrar no Brasil galactomananas equivalentes as utilizadas
comercialmente no endosperma de sementes de bracatinga (B) e de guapuruvu (G).
Entretanto, é preciso observar a razdo manose/galactose (Man/Gal) das mesmas,
pois, dentre outro fatores, a interacdo sinérgica xantana:galactomanana é
dependente do grau de ramificacdo das galactomananas (DEA et al., 1975;
BRESOLIN et al., 1998 e 1999; KOOP et al. 2009, 2012 e 2013).
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A xantana (X) é um exopolissacarideo proveniente da bactéria Xantomonas
campestirs e tem como caracteristica principal ser um polieletrolito, o que lhe confere
diferentes conformagfes macromoleculares em funcédo da temperatura e condigcédo
salina do solvente (MORRIS et al., 1977; BRESOLIN et al., 1996, 1998 e 1999,
BERGMANN et al., 2008).

Da mesma forma que a relacdo Man/Gal, a conformacgdo estrutural da
xantana influencia diretamente a sinergia de interacdo xantana:galactomanana.
Portanto, esse trabalho buscou avaliar as diferentes condicbes ibnicas e de
propor¢cdes de xantana:galactomananas (X:B e X:G) utilizando técnicas de
espalhamento de luz laser e reoldgicas.

O grupo de Quimica de Carboidratos Vegetais do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Parana vem contribuindo para a elucidacéo
da estrutura das galactomananas nativas e dos mecanismos de interacdo da
sinergia entre xantana e galactomanana. Além da valorizacdo das galactomananas
de origem nativas no estudo de interagcdo xantana:galactomanana, este trabalho
contribui para ampliar as perspectivas de aplicacdes industriais das galactomananas
nativas (GANTER et al., 1992, 1993, 1995, 1997 e 2001; BRESOLIN et al.,1996,
1998 e 1999; SIERAKOWSKI et al, 2000; CARBONERO et al, 2003;
VENDRUSCOLO et al., 2005; SALVALAGGIO, 2010; SOUZA et al.,2010; VALENGA
et al., 2011; KOOP, et al. 2009, 2012 e 2013; BENTO et al., 2013).
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1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o mecanismo de interacdo do sistema binario xantana:galactomanana
em diferentes condi¢cdes ibnicas tendo como modelo as galactomananas nativas
provenientes de endosperma de Schizolobium parahybae (guapuruvu) e sementes
de Mimosa scabrella (bracatinga) por espalhamento de luz laser dinamico e estatico,

em tempo real, e comparar o modelo otimizado com a técnica de reologia.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair e purificar as galactomananas do endosperma de Schizolobium parahybae
(G) e de sementes de Mimosa scabrella (B) por extracdo aquosa seguida de
precipitacédo alcodlica.

Purificar a xantana (comercial) através de solubilizacdo aquosa, autoclave,
centrifugacéo e dialise contra agua ultrapura tipo I.

Desenvolver um método de preparo de amostras de xantana e galactomananas em
meio aquoso para analise por espalhamento de luz laser.

Determinar o raio hidrodindmico (Ry) dos polissacarideos xantana e galactomanana
em meio aquoso por espalhamento de luz dindmico (DLS).

Determinar o0s parametros fisico-quimicos dos polissacarideos xantana e
galactomananas em meio aquoso por espalhamento de luz estéatico (SLS).

Avaliar a conformagéo da xantana em concentracdes crescentes de cloreto de sodio
em sistema de fluxo automatico continuo acoplado a espalhamento de luz laser
estatico (ACM-SLS), obtendo parametros em tempo real, tais como: Segundo
coeficiente de difuséo virial (Az), comprimento de persisténcia (Lp), massa molar
média ponderal em namero (My) e raio de giracéo (Rg).

Caracterizar o comportamento reolégico da mistura binaria xantana:galactomanana

selecionada previamente por espalhamento de luz.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 XANTANA E SUAS DIFERENTES CONFORMACOES MOLECULARES

A xantana é um exopolissacarideo produzido pela bactéria Xantomonas
campestris, este polissacarideo tem como caracteristica importante a capacidade
viscosante e por isso € utilizado, entre outras matérias primas, pela industria
alimenticia e farmacéutica como agente espessante e estabilizante.

Segundo Dea e colaboradores (1977) a estrutura quimica da xantana (figura
1) é constituida por unidades de D-glucopiranosil unidas por ligagcdes B(1—4),
substituida, a cada unidade de glucose, em O-3 por um trissacarideo composto por
acido glucurdnico ligado a duas unidades de D-manopiranosil. A unidade de manose
interna possui um grupamento acetil em C-6 e a manose terminal € substituida em
C-4 e C-6 por um grupamento piruvato. A cadeia lateral liga-se a principal por uma
ligacao a(1—3), a manose interna liga-se ao acido glucurénico por uma ligacao
B(1—2) e por fim o acido glucurdnico liga-se a manose externa por uma ligacao do
tipo B(1—4) (DEA et al., 1977; MORRIS et al., 1977; MILAS et al.,, 1986;
STANKOWSKI et al., 1993; RODD et al., 2000; BERGMANN et al., 2008; TAKO et
al., 1984 e 2010).

A presenca dos grupamentos acido glucurdnico e piruvato confere a xantana
seu carater idnico, isto € de um polieletrélito. A molécula apresenta a caracteristica
de transicdo conformacional dependente da temperatura, condi¢cdo ibnica, pH e
concentracbes poliméricas como descrito por Meyer e colaboradores (1993).
(STANKOWSKI et al., 1993; RODD et al., 2000; BERGMANN et al., 2008).

Quando em condicdes de baixa temperatura ou concentragdes reduzidas de
ions em solucdo apresenta-se em forma ordenada, permanecendo em forma rigida,
enquanto em temperaturas superiores a 45°C ou mais de [0,04 M] de cloreto de
sédio (NaCl) sua conformacdo é definida como cadeia aleatéria ou aberta.
Bergmann e colaboradores (2008) descreveram o perfil de estabilidade da xantana
contra cations bivalentes, os autores defenderam que a presenca de ions, como
Ca®’" e Mg*", é capaz de blindar os grupamentos idnicos da cadeia lateral da
xantana, descreveram também diferentes tempos e poténcias de sonicacdo da

xantana e seu perfil de degradacdo por sonicacdo através da técnica de



20

cromatografia por exclusgao estérica (MORRIS et al., 1977; BRESOLIN et al., 1996,
1998 e 1999, BERGMANN et al., 2008).

FIGURA 1- ESQUEMA DE UM SEGMENTO DA ESTRUTURA GENERICA DA
XANTANA

Legenda: Unidades de: glucose nado substituida (a), glucose substituida (b), manose interna com
substituinte acetil (c), acido glucurénico (d) e manose externa com substituicdo por grupo piruvato (e)
(DEA et al., 1977).

Os grupamentos ionizaveis de xantana em solucdo idnica ficam mais
expostos conferindo-lhe a conformacgéo desordenada, enquanto na condicdo de
auséncia de ions em solucdo sua conformacdo € denominada como ordenada ou
“em hélice” (MILAS et al., 1986; BRESOLIN et al., 1996 e 1998; BERGMANN et al.,
2008).

Ha ainda a possibilidade de a molécula formar uma estrutura de dupla hélice,
e isso também pode influenciar os seus parametros fisico-quimicos. (LECOURTIER
et al., 1986; MULLER et al., 1986). Contudo existe ainda uma lacuna a respeito do
comportamento dessa molécula na isencédo total de ions, pois mesmo na molécula
nativa existem contraions ligados a estrutura, e esses sdo reponsaveis por manter a
molécula em sua conformacdo. Sendo assim surge uma segunda pergunta sobre
como a interacdo sinérgica aconteceria em uma isencdo completa dos contraions

presentes na xantana nativa.
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2.2 PECULIARIDADES E SEMELHANCAS DAS GALACTOMANANAS
COMERCIAIS E NATIVAS

As galactomananas estdo presentes no endosperma das sementes da
maioria das espécies de plantas, como as leguminosas (Leguminosae), essas sao
constituidas geralmente de uma cadeia linear principal de manose ligadas B(1—4)
com substituicdes em C-6 por a-D-galactose (figura 2) (DEA et al., 1975; GANTER et
al., 1995; PETKOWICZ et al., 1998; POLLARD et al., 2006, SALVALAGGIO, 2010,
BENTO et al., 2013).

As galactomananas sdo aplicadas na industria, especialmente nas areas
petroquimica, alimenticia, farmacéutica, cosmética, papel, tecidos, minério e
explosivo (SRIVASTAVA et al., 2005). Dentre as galactomananas comerciais mais
comumente utilizadas, encontram-se a goma guar, alfarroba e tara, obtidas do
endosperma das sementes das espécies Cyamompsis tetragonolobus, Ceratonia
siliqua e Caesalpinia spinosa, respectivamente (ERNANI, 1994; POLLARD et al.,
2010).

FIGURA 2 -ESQUEMA DE UM SEGMENTO DA ESTRUTURA GENERICA DE
GALACTOMANANA

OH OH c OH OH c
HO 0 HO Q
OH OH
0 ¥ b
H
0, Q-0 HO HO.-0 HO
OHO ¥ OHO 0
HO © HO ©
a OH a OH

Legenda: a) Manoses da cadeia principal substituidas. B) Manoses da cadeia prncipal nao
substituidas. C) Galactoses ligadas a manoses da cadeia principal em C-6 (GANTER et al., 1995).

A relacdo manose/galactose (Man/Gal) afeta tanto o tamanho molecular e

estrutura quanto a solubilidade das galactomananas, portanto € uma caracteristica
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determinante para a capacidade das moléculas interagirem entre si € com outros
polissacarideos (MCCLEARY et al., 1981; SECOUARD et al., 2007; POLLARD et al.,
2007). O grau de substituicdo por unidades de D-galactose da galactomanana é
diretamente proporcional a sua solubilidade em solventes agquosos, pois essas
unidades substituintes sdo capazes de fazer ligacbes de hidrogénio com as
moléculas de &gua. DOYLE et al. (2006) realizaram um trabalho com
galactomananas em que foram adicionados outros monossacarideos a solugéo, em
diferentes concentracdes, para avaliar a viscosidade da solucédo, e, uma de suas
conclusdes foi que a relacdo Man/Gal € mandatéria na solubilidade e viscosidade da
galactomanana (DEA et al., 1986, DOYLE et al., 2006).

O Grupo de Quimica de Carboidratos Vegetais da UFPR vem estudando ha
mais de 40 anos a estrutura e o comportamento fisico-quimico de galactomananas
(GANTER et al., 1992, 1993, 1995, 1997 e 2001; BRESOLIN et al.,1996, 1998 e
1999; SIERAKOWSKI et al., 2000; CARBONERO et al., 2003; VENDRUSCOLO et
al., 2005; SALVALAGGIO, 2010; SOUZA et al.,2010; VALENGA et al., 2011; KOOP,
et al. 2009, 2012 e 2013; BENTO et al.,, 2013). Dentre os estudos, Ganter e
colaboradores (1995) analisaram trés galactomananas provindas do endosperma
das sementes de leguminosas brasileiras: a Mimosa scabrella (bracatinga), a
Stryphnodendron  adstringens (barbatimdo) e o Schizolobium parahybae
(guapuruvu). Com o intuito de caracterizar as galactomananas, 0s autores
concluiram que a relacdo Man/Gal é de aproximadamente 1,1/1; 1,5/1 e 3/1,
respectivamente.

Ganter et al. (2001) avaliaram degalactozilacdo de galactomananas através
de hidrolise enzimatica, utilizando duas enzimas diferentes. Os autores utilizaram
técnicas de espalhamento de luz estatico em tempo real (TDSLS) e cromatografia de
exclusdo estérica e descreveram uma complementaridade entre as técnicas em
estudos desse género.

Recentemente, Salvalaggio e colaboradores (2010) avaliaram a otimizagéo do
processo de obtencdo de galactomananas nativas (guaouruvu, bracatinga e
barbatiméo) por espalhamento de luz laser estatico acoplado a um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPSEC-MALLS-RI). Os autores concluiram
que para cada fonte de galactomanana houve um tempo de extragcdo (na
metodologia descrita pelos mesmos como direta) mais eficiente em relacdo ao
rendimento obtido, ao comportamento molecular em solucdo e as caracteristicas
fisico-quimicas calculadas por HPSEC-MALLS-RI (SALVALAGGIO, 2010).
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Segundo Dea et al. (1975) as galactomananas em meio aquoso apresentam
uma conformacéo do tipo enovelada (“‘random coil”), um estado que so é revertido a
formas mais organizadas em condi¢des favoraveis de agregagao ou interacdo com
outros biopolimeros, como exemplo a xantana. Essa interacdo promove
modificacdes de suas propriedades fisico-quimicas, causando o efeito sinérgico
como aumento na viscosidade da mistura ou mesmo a geleificacdo (CUI et al.,
2006).

O presente trabalho avaliou galactomananas provenientes do endosperma de
sementes de guapuruvu (G), e das sementes de bracatinga (B). Essas
galactomananas foram escolhidas pelos seus valores de razdo M/G, que sé&o
respectivamente o maior e o menor, estudados por Salvalaggio e colaboradores em
2010.

O guapuruvu (Figura 3.a) pertence a subfamilia Caesalpinoideae e €
caracteristica do sul do estado da Bahia, regifes de Mata Atlantica e estados do Sul
e Sudeste do Brasil (CARVALHO, 1994; ERNANI, 1994). Enquanto a bracatinga
(Figura 3.b) pertence a subfamilia Mimosoideae e é encontrada nos estados das
regies Sudeste e Sul do Brasil. E cultivada em altitudes superiores a 900 metros,
bastante abundante no estado do Parana (CARVALHO, 1994; MENDES et al.,
2008). Ressalta-se a importancia do estudo dessas espécies devido ao fato de
serem arvores nativas brasileiras, por terem um potencial de utilizacdo interessante
para o desenvolvimento nacional e pelas galactomananas de seus endospermas ja
terem sido caracterizadas estruturalmente pelo Grupo de Quimica de Carboidratos
Vegetais da UFPR.
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FIGURA 3 — ARVORES DAS ESPECIES DE ESTUDO

NOTA: a) Arvore de Guapuruvu*. b) Arvore de Bracatinga**. *Fonte: Planta Sonya
(2014) ** Fonte: Wikipedia.

As galactomananas nativas de fonte nacional sdo inexploradas
industrialmente, mesmo com a ampla biodiversidade encontrada no pais (AZERO et
al., 2002). No Brasil, a importacdo de polissacarideos supera a exportacdo, 0 custo
de importacdo de alfarroba no periodo de 2013 foi superior a 60 milh6es de reais e
inexiste histérico de exportacdo conforme demonstrado na tabela 1 (ALICEWEB2,
2014).

TABELA 1 - VALORES DE IMPORTACAO E EXPORTACAO DE
POLISSACADIDEOS NO ANO DE 2013
Amostra Valor importado (R$) Massa (Kg)
Alfarroba 7.359.195,28 464.886
Guar 53.687.181,99 3.409.348

NOTA: Dados extraidos do site do Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio exterior.

Sendo assim, o aprofundamento das investigacdes das caracteristicas

estruturais e macromoleculares das galactomananas se fazem necessérios para que
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as fontes nacionais sejam utilizadas e assim possam contribuir para o crescimento
econdmico do pais (CUNHA et al., 2009).

2.3 O SISTEMA BINARIO XANTANA:GALACTOMANANA

O modelo de interacdo de xantana e galactomanana foi apontado pela
primeira vez por Rocks (1971) e continuou sendo investigado por outros grupos de
pesquisadores como € o caso de Dea et al. (1977), Morris et al. (1977) e Cairns et
al. (1986). Esses autores estudaram a interacdo sem levar em conta o papel da
cadeia lateral da xantana. Pesquisas posteriores avaliaram esse fendémeno
considerando a carga ibnica da cadeia, pois segundo Tako et al. (1984) é por meio
do trissacarideo (4cido glucurdnico ligado a duas unidades de D-manopiranosil -
figura 1) que ocorre a interacdo com a galactomanana (TAKO et al., 1984). Tako
(1991), cita que existe ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio do hemiacetal da
manose interna do trissacarideo de xantana, com o hidrogénio da hidroxila ligada a
C-2 da manose da cadeia principal das galactomanana (interagdo - figura 4), e,
ainda existe a possibilidade de atracao eletrostatica entre o oxigénio do cetal da
galactomanana com o hidrogénio do acido glucurénico do trissacarideo, da cadeia

lateral da molécula de xantana.

FIGURA 4 — ESQUEMA DA INTERACAO SINERGICA ENTRE XANTANA E
GALACTOMANANA INDICANDO AS LIGACOES DE HIDROGENIO

o OH %, o OH
o o) Q----Ho O
G HO. o) HO fo) d HO. o}
HO oHo e

HO

Legenda: Linhas pontilhadas (vermelhas) representam as ligagBes de hidrogénio e linhas paralelas
(azuis) representam as forcas van der waals (TAKO, et al. 2010).
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A partir de andlises reolégicas Khouryieh et al. (2007) observaram um
aumento da interacéo entre a xantana desacetilada (0,250 g/L) e galactomanana de
guar (0,750 g/L), quando comparada a xantana nativa nas mesmas condi¢des de
concentracdo e em diferentes forcas ibnicas. Os autores demonstraram que existe
incompatibilidade entre os polissacarideos estudados quando a forca ibnica da
solucédo salina atinge 40mM (NacCl). J& em concentracdo salina de 2 mM e em agua
pura existe a formacdo de gel. Esses resultados corroboraram para o modelo
proposto por Tako et al. (1984).

Além da influencia da estrutura quimica da xantana na interacdo
xantana:galactomanana, ressalta-se a importancia da relagdo Man/Gal da
galactomanana. Morris et al. (1980) concluiram que misturas de
xantana:galactomanana de alfarroba, tara e guar (Man/Gal 3,5/1; 3/1; 1,5/1,
respectivamente) formam géis com diferentes forcas de interacdo. Segundo o0s
pesquisadores houve diminuicdo da interacdo sinérgica com o aumento da relacéo
Man/Gal.

O Grupo de Quimica de Carboidratos Vegetais da UFPR, em trabalhos
realizados por Bresolin et al. (1996), compararam as galactomananas B e G em
sistema binario com a xantana em agua e concentracdo salina de NaCl 10 mM. Os
autores concluiram que a relacdo Man/Gal influencia a interacdo sinérgica em
ambas as condi¢des de solvente. Foram obtidos géis mais rigidos em agua e com a
galactomanana G. Bresolin et al. (1998) propuseram, por calorimetria, 0 modelo de
interacdo de xantana e galactomanana de guapuruvu buscando demonstrar a
inducao da conformacdo da xantana para a forma ordenada pela galactomanana. Os
autores propuseram em 1999 que o mesmo fendbmeno pode acontecer com
galactomananas altamente substituidas como a proveniente de sementes de
bracatinga, contudo em menor intensidade.

Wang et al. (2002) estudaram a interacdo de xantana e galactomanana de
alfarroba, em proporc¢des: 20, 40, 60 e 80% de xantana com 80, 60, 40 e 20% de
galactoanana, utilizando técnicas de cromatografia em gel permeacdo acoplada a
viscosimetro, em trés diferentes condi¢cdes para a xantana: em concentracao salina
de 40 mM, em agua e, desacetilada, em agua. Os autores propuseram que a
formacdo de gel é dependente da estrutura quimica da xantana pela presenca do
trissacarideo da cadeia lateral (acido glucurénico ligado a duas unidades de D-
manopiranosil - figura 1), e também da forca i6nica da solucdo. Os autores

descrevem ainda que além da presenca de sal ser importante para estabilizar a
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conformacdo em hélice da xantana, em concentracdo salina de 40 mM, foi
necessario maior propor¢cdo de xantana para interagir de forma sinérgica com a
galactomanana.

O fenbmeno de alteracdo da conformacéo também ja foi descrito por Bresolin
e colaboradores (1998) que propuseram que a concentracdo de NaCl 40 mM induziu
a conformacao desordenada da molécula de xantana.

Ainda, tratando sobre as forcas i6nicas do solvente, Bresolin et al. (1998)
testaram diferentes concentracbes salinas para misturas de xantana e
galactomanana de Schizolobium parahybae, a 25 e 60°C, para avaliar como esta
concentracdo poderia alterar a conformacdo da xantana e influenciar na sinergia
entre os polissacarideos. Os autores propuseram que em concentracfes salinas
abaixo de 10 mM h& desorganizacdo da estrutura da xantana, com isso ha
interferéncia na rigidez do gel formado propondo que concentracdes mais altas do
gue esse valor acabam por incompatibilizar o sistema.

Richter et al. (2005) propuseram um modelo de monitoramentxo do processo
de termorreversibilidade da geleificacdo entre xantana e galactomanana de alfarroba
em agua a 4 g/L. Os autores observaram por ressonancia magnética nuclear de
préton (*H-RMN) que a 50°C o sistema passa a apresentar pré-geleificacdo, e
utilizando técnicas de espalhamento de luz dindmico (DLS) notaram que o aumento
da temperatura de 49,1 para 50,1°C passa a apresentar a formacéo do gel.

A interacdo sinérgica entre xantana e galactomanana foi recentemente
estudada por Sandolo et al. (2010) utilizando espalhamento de luz dinAmico (DLS) e
reologia. Os autores analisaram a mistura de xantana com galactomanana de
alfarroba em solugcédo aquosa em trés proporcdes de xantana:galactomanana (1:1;
3:1 e 9:1), duas temperaturas de mistura diferentes (25 e 75°C) e concentragao
polimérica final de 1 g/L. O estudo propde que tanto a proporcéo dos polissacarideos
quanto a temperatura influenciaram na intensidade de interagdo sinérgica. As
proporcdes de xantana:galactomanana 1:1 (25 e 75°C), 9:1 (75°C) e 3:1 (25°C)
apresentaram-se como gel, a proporgao 3:1 (75°C) apontou um gel fraco enquanto a
9:1 (25°C) mostrou-se como uma solugéo viscosa. Estes resultados demonstram
gue pequenas modificacdes na temperatura de preparo ou mesmo a proporcao entre
xantana e galactomanana podem ser determinantes em interagdes entre os dois
polimeros. Verificaram que as duas técnicas utilizadas se complementam, pois 0s
dados de dimensao fractal obtidos pela reologia sdo compativeis com 0s espectros

de correlacdo do DLS, além de a técnica de DLS manter a estrutura original da
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amostra enquanto a reologia possui a caracteristica de deformar (SANDOLO et al.,
2010).

O presente trabalho aprofundou esses conhecimentos utilizando diferentes
concentracbes salinhas (2 mM e 40 mM de NaCl), para a mistura de
xantana:galactomanana (sob proporcdo de 50%), visando avaliar as transicdes
conformacionais assumidas pela xantana e a influéncia na sinergia entre o0s
polissacarideos. Vale ressaltar que, previamente as andlises de interacdo foi
realizada purificacdo da xantana visando modificar sua conformacéo e disponibilizar
0S grupamentos ibnicos moleculares para averiguar 0 comportamento
macromolecular da xantana frente a redisponibilizacdo de ions, e, na interacdo com
galactomananas na isencgdo ibnica. As analises acima citadas foram monitoradas
pelas técnicas de espalhamento de luz dindmico e estatico, em tempo real, e
analises reologicas, levando em considera¢do concomitantemente a razdo Man/Gal

das galactomananas.

2.4 ESPALHAMENTO DE LUZ LASER

Dentre as possiveis técnicas de determinacdo de parametros
macromoleculares pode-se ressaltar o espalhamento de luz laser, esse método é
capaz de determinar de maneira absoluta a massa molar média ponderal em peso
(My), a massa molar média ponderal em nimero (M,), o raio de giracdo molecular
(Ry), o indice de polidispersdo (Pd) e o segundo coeficiente de difusdo virial (Ay)

conforme descrito no item 2.4.2 desse trabalho.

2.4.1 Histoérico da técnica

O estudo dessa técnica de espalhamento de luz laser iniciou com a definicdo
de Einstein (1910) de que a luz consiste de particulas chamadas por ele de quanta,
segundo Einstein a cada ciclo de frequéncia dos fétons poderia ser associada uma

energia.
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Em 1905 Einstein publicou, em sua tese e em publicacdo formal, o estudo do
movimento browniano de particulas em solugdo utilizando a modelagem matematica
de Stokes. Sutherland (1905) publicou simultaneamente um estudo do mesmo
ambito. O movimento browniano tem esse nome em homenagem a Robert Brown
gue descobriu experimentalmente o movimento aleatério de graos de polen de flores
em suspensao na agua (EINSTEIN, 1905; SUTHERLAND, 1905).

Nesse estudo Einstein demonstrou o movimento browniano a partir do calculo
do coeficiente de difusédo (D) de uma particula esférica utilizando como modelo a Lei
de Stokes segundo a Equacdo 1, onde Kg é a constante de Boltzmann, T é a

temperatura absoluta, n é a viscosidade e r o raio da particula esférica.

_ Kg.T ~
D = T (Equacéo 1)

Essa relagéo ficou conhecida como relagédo de Stokes-Einstein, e baseando-
se nela RAMAN (1927) formulou o que se conhece como Efeito de Raman. Esse
efeito descreve que o processo de vibracdo molecular quando perturbado por um
feixe de laser [Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, portanto
ondas eletromagnéticas ou quanta (EINSTEIN, 1905)] pode gerar espalhamento
inelastico, isto €, a diferenca da energia dos fétons absorvida e reemitida
corresponde a energia necessaria para excitar a molécula a um nivel maior de
vibracdo molecular (EINSTEIN, 1910; RAMAN, 1927).

Segundo Debye (1944), existem duas possiveis modelagens matematicas
para analise molecular, de espalhamento de luz, baseadas nas premissas
estabelecidas por Lord Rayleigh. A primeira delas é para particulas menores do que
1/20 do comprimento de onda do laser incidente, e a segunda contendo variaveis
inerentes a molécula analisada, o solvente e o tipo de luz incidente. Em seguida,
Zimm (1945 e 1948) determinou modelagens matematicas para analise de
moléculas em fluidos na condicdo em que o didmetro molecular € menor que 1/20

do comprimento de onda do laser.
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2.4.2 Espalhamento de luz laser estatico — SLS

Os principios estabelecidos por Einstein, Raman, Debye e Zimm foram
estudados por diferentes autores da area de mecanica quantica e fisico-quimica
gerando a equacdo de Rayleigh-Zimm-Debye-Gans (Equacéo 2) (WYATT, 1993;
REED, 1995 e 1996).

2
Ko =22, g2 4 24,c (Equacéo 2)

Re  Mw  3M,

Nessa equacdo tem-se K sendo a constante Optica (Equacdo 3), ¢ a
concentracdo da amostra, Rg a intensidade normalizada de luz espalhada (Equacéo
4), M,, a massa molar média ponderal em peso, q o0 vetor de espalhamento
(Equacdo 5), <S*>, o quadrado da soma das médias das distancias intramoleculares
até o centro de massa da molécula (tratado daqui por diante como quadrado do raio
de giro - Rgz) e, por fim, A, o segundo coeficiente de difuséo virial (WYATT, 1993;
MURPHY, 1997; REED, 1995 e 1996; STRELITZKI et al., 1999; KOSTANSKI et al.,
2004; NICOLAU et al., 2009; SALVALAGIO, 2010).

22*712*1,3352*(%)2

K= Na+(A)*

(Equacéo 3)

A equacgédo 3 demonstra a razdo entre o produto dos quadrados de 2m, indice
de refracdo da agua e dn/dc (variacéo do indice de refracdo da solugdo em um dado
incremento de concentracdo, expressa como g/ mL — Equagé&o 5) da amostra pelo o
produto do nimero de Avogadro e quarta poténcia do comprimento de onda do laser
(HUGLIN, 1972).

Vi~V
U@, 94442258203,827

Rg = Vi(tol) L * N (Equacéo 4)




31

v:$ —lim( =0 (Equaco 5)
c

c=0

Na equacdo 4 tém-se que Vjy € a voltagem da amostra, Vis) a voltagem
inicial do solvente, Vit a voltagem inicial do tolueno, o valor 0,944 é referente a
correcdo Otica e 2.258.203,827 € referente a calibracdo do equipamento, N é o fator
de normalizacéo para o angulo de 90° e A € a medida do comprimento de onda do
laser. Finalmente na Equacdo 6, n é o indice de refracdo da &gua, L é o

comprimento de onda do laser e © o angulo de observagao do vetor.

q= 4/1 * sen (9) (Equacao 6)

Wyatt (1993) introduziu a esse método a separacdo por exclusdo estérica,
entdo foi possivel inferir sobre diferentes tamanhos moleculares em relagdo a suas
concentracdes conforme a figura 4. Essa inclusdo possibilitou a diferenciacédo entre
a massa molar média ponderal em numero (M) e massa molar média ponderal em

peso (My).
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FIGURA 5 — ESQUEMA ORIGINAL DO HPSEC-MALLS-RI

. Colunas de
Reservatorio - . -
Degaseificador Bomba Injetor Exclusdao
de solvente .
estérica
Detector
- Detector de . e
Indice de Viscosimétrico
Descarte - Espalhamento
Refracdo Ou
de Luz Laser )
Ultravioleta

L

Interface
Computador

Legenda: Sequéncia da andlise: Fase movel eluida do reservatério passando por um degaseificador,
em seguida bombeada para o injetor e nesse momento a amostra é inserida no sistema, a fase movel
carregando a amostra passa pela fase estacionaria (colunas) e em seguida o resultado da
cromatografia é lido pelos detectores viscosimétrico ou ultravioleta, seguido do detector de
espalhamento de luz laser e de indice de refracéo, entdo a amostra € descartada. FONTE: O Autor.

A técnica de cromatografia por exclusdo estérica de alta performance
acoplada a detector de espalhamento de luz laser multi angulos e indice de refracéao
(HPSEC-MALLS-RI) permite a analise macromolecular de biopolimeros,
considerando que estas biomoléculas apresentam ampla diversidade estrutural e de
composicdo. Além da massa molecular é possivel obter o indice de polidispersao
(Pd) (figura 5). Quanto mais homogénea for a distribuicdo das familias de moléculas,
mais proximo de 1 sera o Pd, isto é a relacdo M,/M,, sera igual. A diferenca entre M,,
e M, é basicamente que o primeiro é relacionado mais com peso da molécula do que
com o numero de moléculas, enquanto o segundo indica a média de peso da maioria
das moléculas (SETTLE, 1997; KOSTANSKI et al., 2004; AGILENT
TECHNOLOGIES, 2013).
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FIGURA 6 — EXEMPLO DE PICO POLIDISPERSO (My/Mp)

v

Decréscimo de massa

NOTA: Exemplo de pico polidisperso eluido por SEC de um polimero. M,+1 refere-se as familias de
moléculas com maior massa, M, as familias com massa imediatamente inferior as M,+1, M,, refere-se
as familias em que a massa em peso € mais influente do que o numero de moléculas com aquela
massa, MP é a massa do pico e por fim M, refere-se as familias mais representadas estatisticamente
e com menores massas. FONTE: O Autor.

Mais recentemente foram adicionados ao sistema HPSEC-MALLS-RI um
detector viscosimétrico e um detector de ultravioleta (HPSEC-MALLS-RI-UV) apos
as colunas de exclusdo estérica, esses sao usados para determinar a viscosidade
da amostra nas condicbes de cromatografia e se existem concentracdes de
proteinas (280 nm) na eluicao apresentada, respectivamente.

24.2.1 Mistura automatica continua — ACM

A técnica de espalhamento de luz estatico (SLS) pode ser modificada do
esquema demonstrado na figura 4 quando pretende-se realizar analise de mistura
automética continua de duas solugbes. Desacoplando-se as colunas de
cromatografia de gel permeacao e inserindo uma bomba antes do sistema iniciar a
eluicdo pela bomba original do equipamento obtém-se o sistema de mistura
automatica continua (ACM) como demonstra a figura 6 (SORCI et al.,, 2002;
FREITAS et. al, 2011).

As solu¢Bes em analise da mesma molécula sdo contituidas uma com alta
concentracdo salina (A) e outra solubilizada apenas em agua ultrapura (B). O
procedimento consiste na eluicdo da solugcdo B pela bomba do equipamento, entdo

sdo extraidos os dados de Ry e My, em seguida a solugdo A comeca a ser
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bombeada, no mesmo fluxo, sobre a solucdo B criando um gradiente de
concentracdo. Ha também a hipotese da solucdo A ser um polissacarideo e a
solucdo B ser outro, nesse caso as mesmas afericdes sdo possiveis, contudo as

informacdes devem ser processadas em funcéo das proporcdes polissacaridicas.

FIGURA 7 — SISTEMA DE MISTURA AUTOMATICA CONTINUA

_—

Bomba
HPLC

Bomba
HPLC

Detector Viscosimétrico
Detectorde [ndice de Refragdo

Solugdo A
Solugdo B

Detector Multidngulos de Espalhamento de Luz Laser

Agitador

Y. Descarte
magnetico

—

Legenda: Sequencia da andlise: Solucdo A é bombeada para a solugdo B. Esta solucdo esta sob
constante agitacdo magnética e € bombeada para passar pelos detectores viscosimétrico, de
espalhamento de luz laser e de indice de refracdo. FONTE: O AUTOR.

A partir dos dados obtidos pelo detector de indice de refracdo € possivel
extrair a concentracdo da solucdo (do solvente, NaCl) em tempo real através da
conversdo dada na Equacédo 7. A variacdo da voltagem medida (indice de refragéo)
é multiplicada pelo fator de correcéo do equipamento (5,858 x 10™ — calibracdo atual
do detector de indice de refracdo do equipamento do Laboratério de Carboidratos
Vegetais da UFPR) e dividida pelo dn/dc (do solvente, NacCl).

AV . Fc = Z—: .C (Equacéo 7)
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2.4.2.2 Viscosidade em sistema de fluxo

Conforme descrito anteriormente, é possivel acoplar ao HPSEC-MALLS-RI o
detector viscosimétrico, pois através dele € possivel determinar a viscosidade
relativa das amostras, sendo assim, para cada fragdo de concentragdo obtida em
tempo real é possivel correlacionar os parametros obtidos por espalhamento de luz
laser (Mw, A2, Rg) com os valores da viscosidade relativa, obtendo assim parametros
inerentes a conformacao tridimensional da molécula (FREITAS et al., 2005; DAKIA
et al., 2007; POLLARD et al., 2010).

A viscosidade intrinseca ([n]) € uma propriedade molecular definida pelo
volume hidrodindmico (expressa em dL/g, pois esta relacionada com o inverso da
densidade do polimero em solucdo) ocupado pelas moléculas de determinada
amostra isoladamente. Esse valor pode ser encontrado pela modelagem matematica
de Huggins (Equacdo 8) que relaciona a viscosidade relativa (n;) com a
concentracdo da solucéo (c) e a constante de Huggins (K) com a viscosidade
intrinseca ([n]) e concentracdo (c). Os valores da constante K indicam a condi¢éo
de solubilidade no solvente, assim como o A;. Os valores de K para solvente na
condicdo © esta entre 0,5 e 0,8 (KHOURYIEH et al., 2007; YANG et al., 2009).

%: [ + K.[n]?.c (Equacao 8)

Na analise de mistura automatica continua — ACM (item 2.4.2.1), proposto no
presente trabalho é possivel extrair os valores de voltagem da viscosidade relativa
em funcdo do gradiente de concentracdo salina do solvente. Para isso é preciso
converter o sinal da voltagem em viscosidade relativa, seguida pela conversao para
viscosidade especifica e por fim a reduzida, isso é feito aplicando a Equagéo 9.a, 9.b

e 9.c, respectivamente.

%4 4 ~
n; = (amostra) ~ Y (zero) (Equa(}ao 9a)

V(solvente) _V(zero)
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ni—1=1n (Equacéo 9.b)

%P = frea = 1] (Equag&o 9.c)

Através da equacdo 10, desenvolvida por Flory-Fox (1953), € possivel
relacionar [n] diretamente com o pardmetro @, que indica a viscosidade, e com Rqy e
inversamente com M,, (FREITAS et al., 2005).

63/2 g3

[n] = %) (Equacéo 10)

O parametro @ € calculado a partir do fator de expanséo (g). O fator € indica a
razdo das dimensdes da cadeia molecular em determinado solvente, e, como pode
ser observado na Equacao 11.a, possui relagao direta ao parametro a da equacéo
de Mark-Houwink-Sakurada (Equacédo 11.b) (YAMAKAWA, 1971; GIDLEY et al.,
1991; FREITAS et al., 2005).

e=2.a—-1 (Equacéo 11.a)
[n] = K.M,,“ (Equacdo 11.b)
Segundo Freitas et al. (2005) os parametros K e a da Equagéo 11.b podem

ser relacionados a equagéo da reta do gréafico obtido através da relacdo de My, e Ry,

onde o coeficiente linear € K e o coeficiente angular refere-se a a.



37

2.4.2.3 Comprimento de Persisténcia

A partir da determinagdo do Ry, € possivel calcular o comprimento de
persisténcia (Lp), parametro que infere sobre a rigidez dos polimeros. No caso de
moléculas com cadeias semiflexiveis, como a xantana, € possivel aplicar o modelo
“‘worm-like chain” (equacado 12, onde a partir de dados do comprimento da unidade
do mero [(unidade repetitiva) (L)] pode-se encontrar graficamente os valores
compativeis com o L,, para xantana no L deve ser considerado o comprimento da
unidade repetitiva que contém 5 monossacarideos — 2 glucoses da cadeia principal e
o trissacarideo da cadeia lateral). O modelo “worm-like chain” é particularmente
adequado para descrever polimeros com sucessivos segmentos que exibem certa
cooperacao, todos apontando para a mesma direcdo. Esse modelo é influenciado
pela temperatura, e, para a xantana a temperatura ambiente a estrutura
tridimensional do bastdo é suavemente curvada e a 0 K totalmente rigida (SHO et
al., 1986; REED, et al.; 1991; DOl et al., 1999).

2 5 3 -L ~
Ry = =P—L,"+ = —2+x (L—Z) * [1 — exp * (L—)] (Equagdo 12)

2.4.3 Espalhamento de luz dinamico - DLS

O fator utilizado para andlise de géis é o coeficiente de decaimento (1) da
funcéo de correlacéo de intensidade de luz g¢)(T) normalizada (equacgédo 13). Onde
di) € a funcdo de correlagdo de intensidade de espalhamento de luz em fungéo do
tempo (T), e o pardmetro de decaimento exponencial (u) (KONAK et al., 1991;
DALGLEISH et al., 1995).

Iigy- I _ ~
9D —-1= % —-1T™ (Equagéo 13)
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Quanto menor for o valor do coeficiente de decaimento (1), mais rigida sera a
estrutura do gel formado enquanto solucbes estdo contidas entre 0,5 e 0,9
(SHIBAYAMA et al., 2002; KOSTKO et al., 2003).

O espalhamento de luz laser dinamico é capaz de determinar o raio
hidrodinamico (Ry), esse parametro corresponde ao valor hipotético do raio de uma
esfera rigida que difunde com a mesma velocidade da particula em estudo, contudo
como no estudo de polimeros complexos geralmente ndo se encontram esferas
rigidas o Ry, é calculado para levar em conta o grau de solvatacédo e hidratacdo do
polimero (SCHARTL , 2007; GIACOMELLI, 2009).

Assim sendo, ao associar as técnicas de DLS e SLS é possivel inferir sobre a
forma da molécula estudada, basta calcular o parametro sensitivo a forma (p)
(Equacéo 14) que é composto pela razéo entre o Ry e Ry. Para ilustrar uma possivel
relacdo de Ry e Ry, pode-se imaginar o exemplo da figura 7. A relagéo de forma do
fator p para algumas topologias esta definida na tabela 2 (BURCHARD, 2003;
SCHARTL, 2007; GIACOMELLI, 2009).

FIGURA 8 — RELACAO DE Rg E Rn

NOTA: A linha continua desenhada ao acaso representa um polimero em solucéo. O circulo de linha
pontilhada representa o Raio hidrodindmico de uma esfera rigida com a mesma velocidade de difuséo
do polimero considerando a solvatacdo do mesmo. O circulo de linha continua representa o Raio de
giro que consiste da média da somatoéria dos raios internos do polimero. FONTE: GIACOMELLI,
2009.

p == (Equacgéo 14)
Rp
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TABELA 2 — VALORES DE p PARA PARTICULAS COM TOPOLOGIA TIPICAS

Topologia p

Esfera rigida homogénea 0,774
Condicao Theta 1,504
Bom solvente 1,78
Esfera Oca 1,0
Microgel 0,3~0,5
Bastao rigido > 2.0

NOTA: Tabela comparativa dos fatores de forma classicos. FONTE: SCHARTL, 2007.

2.5 REOLOGIA

Outra técnica fisico-quimica para analise de macromoléculas em solucéo é a

reologia, esse nome deriva-se do grego Rheos, que quer dizer fluxo, e Logos, que

significa estudo, conhecimento (SINKO, 2011).

2.5.1 Histoérico da técnica

O termo Reologia foi

utilizado pela primeira vez por

BINGHAM e

CRAWFORD, para descrever o fluxo e deformacdo em materiais liquidos e sélidos,

respectivamente (SINKO, 2011).

Segundo SCHRAMM (2006), a definicdo de sdlido ideal e fluido ideal é:

“Solidos ideais se deformam elasticamente. A energia requerida para
a deformacdo € completamente recuperada quando a tensao é

removida.

Fluidos ideais,

irreversivelmente,

tais como
eles

liguidos e gases,
fluem. A energia

deformam-se

requerida para a

deformacédo é dissipada sob a forma de calor e ndo pode ser
recuperada pela remogéo da tenséo.”

O primeiro a postular uma lei matemética para a reometria (medida das

propriedades reologicas) foi Sir Isaac Newton, em seu trabalho sobre mecéanica
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continua, descreve que um fluido ideal € aquele em que as forcas relacionadas a
deformacéo (cisalhamento) e ao fluxo sdo sempre proporcionais. Newton também
relacionou esses parametros em seu estudo sobre célculo diferencial, e, por isso,
postumamente, esse tipo de fluido passou a ser nomeado como fluido Newtoniano
(SCHRAMM, 2006).

2.5.2 Parametros reologicos e relacdes fisicas

O modelo matemético do fluido Newtoniano (Equacéo 15) relaciona tenséo de
cisalhamento (T), viscosidade (n) e taxa de cisalhamento [y (0 ponto sobre a letra
grega gamma indica que a taxa de cisalhamento é derivada do tempo da
deformacéo causada pela acdo de tao (T) sobre a amostra)] (SCHRAMM, 2006;
BATCHELOR, 2002).

T=n.y (Equacio 15)

A tensado de cisalhamento € a forca aplicada tangencialmente a amostra, ao
aplica-la em um determinado material, o comportamento do mesmo pode ser
comparado ao de um baralho de cartas em que a camada superior deslizard com
maior velocidade e deslocamento, e, conforme a distancia entre as camadas e a
superficie aumenta a velocidade e o deslocamento das mesmas diminui dando
origem a um gradiente de velocidade, esse gradiente & denominado taxa de
cisalhamento (figura 8) (SCHRAMM, 2006).
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FIGURA 9 ~-TENSAO E TAXA DE CISALHAMENTO

7
Z

7/

0000 7000
/1Y,

NOTA: 1: Amostra (Blocos hachurado e pontilhado). 2: Base soélida (placa). Bloco hachurado:
Amostra em repouso. Bloco pontilhado: Amostra deformada pela For¢ca T. T: Tensédo de cisalhamento
(Forga/érea(N/m2 ou Pa)). y: Altura da amostra (gap). AL: Deformacao da amostra (cm). y: Tensao de
cisalhamento (resisténcia ao fluxo). FONTE: SCHRAMM, 2006.

A taxa de cisalhamento €, portanto, dependente ainda da altura (dy) do “gap”
entre a base e a placa superior e do deslocamento (dv) das laminas superiores da
amostra (figura 9). A insercdo desses parametros na discusséo da viscosidade leva
a deducao da equacao 16 (SCHRAMM, 2006).

FIGURA 10 — FLUXO ENTRE DUAS PLACAS PARALELAS

Baixa taxa de \ Alta taxa de
cisalhamento cisalhamento

—T
I i
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| £ =] Vimax
Yy .-':®:j_, = — T
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. 1] ,_‘54‘—*—‘ z
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NOTA: 1: Liquido cisalhado. 2: Placa movel. 3: Placa fixa. yl: Altura da amostra sob baixa taxa de
cisalhamento. y2: Altura da amostra sob alta taxa de cisalhamento. T: Tensdo de cisalhamento
constante. a1: Angulo de inclinagdo compativel com y1. a2: Angulo de inclinagdo compativel com y2.
Vimax: Velocidade da lamina superior da amostra cisalhada dependente da altura da amostra. FONTE:
SCHRAMM, 2006.

T=n .2—; =n.y (Equacéo 16)
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Sendo a unidade de T N/m? e de y s™* ap6s o rearranjo da Equac&o 16 tém-se
que a unidade da viscosidade dindmica é Pa.s (Equacéo 17). E possivel plotar dois
tipos de graficos a partir dessas variaveis: O grafico de curva de fluxo (T por y) e de
curva de viscosidade (n por y), isso facilita a classificacdo visual da amostra como
Newtoniana ou ndo-Newtoniana (SCHRAMM, 2006).

(Equacéo 17)

© | H|§N| b4

seT== ey=2E entdo =

< |43

Dentre o0s possiveis comportamentos das solucbes nao-Newtonianas
encontram-se: Liquidos pseudoplasticos, dilatantes, plasticos, entre outros. As
solugBes polissacaridicas geralmente sdo ndo-Newtonianas, em sua maioria se
enquadram no comportamento pseudoplastico, isto é, consistem de liquidos que
apresentam diminuicdo drastica da viscosidade com o0 aumento da taxa de
cisalhamento (Figura 10).

FIGURA 11 —- COMPORTAMENTOS DE FLUXO

Curva de Fluxo A Curva de Viscosidade
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Taxa de cisalhameto V Taxa de cisalhameto %

NOTA: 1: Liquido Newtoniano. 2: Liquido Pseudoplastico. 3: Liquido dilatante. 4: Liquido plastico.
FONTE: SCHRAMM, 2006.

Essa € wuma propriedade bastante interessante das solu¢cdes de
polissacarideos, pois como foi demonstrado por Einstein (1905) o movimento
browniano é totalmente aleatoério, e, com 0s polissacarideos ndo € diferente. Ao
inserir uma taxa de cisalhamento que tende a zero essas solu¢gées comportam-se de

maneira similar aos liquidos Newtonianos e com o aumento da taxa de cisalhamento
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0 movimento browniano mantém as moléculas dispersas aleatoriamente, contudo
conforme ha acréscimo do cisalhamento a viscosidade passa a diminuir até atingir o
méaximo de orientagcdo molecular, superando o efeito do movimento browniano
(SCHRAMM, 2006).

2.6 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

2.6.1 Historico da técnica

A técnica de ressonancia nuclear magnética (RMN), assim como as
anteriores, é fisico-quimica. Foi descrita pela primeira vez por Isidor Rabi (RABI,
1937), que aprofundou o experimento de Stern-Gerlach: Nesse estudo descreveu a
polarizacdo de elétrons segundo o spin, diferentemente do que acontece com o
magnetismo convencional. Esse fenbmeno tem como principio a transicdo entre os
niveis energéticos magnéticos, isso acontece quando o nucleo do atomo é imerso

em um campo magnético externo em frequéncia oscilatéria definida.

2.6.2 Principios de eletromagnetismo e radiofrequéncia associados a ressonancia

magnética nuclear

Parte-se do principio de que o nucleo do a&tomo carrega uma carga, essa
carga em determinados atomos tem como propriedade o spin (figura 11), isto é, giro
em seu proprio eixo. O fato € que o spin gera um campo magnético e pode ser
medido numericamente, a essa medida é dado o nome de momento magnético que
pode variar entre 0, %2, 1 e % (SILVERSTEIN et al., 2005).

FIGURA 12 — EXEMPLO DO SPIN NUCLEAR
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NOTA: Esfera: nacleo e vetor horizontal: spin. FONTE: SILVERSTEIN, 2005.

Para o proton o valor do spin pode variar de -2 a %, formando duas situagfes
de polaridade magnética muito distintas. Uma vez que existe uma polaridade
magneética definida pela particula nuclear é possivel influencia-la atravéz de um
campo magnético externo, este cede energia para a particula em forma de radiacéo
de radiofrequéncia, gerando a equacao basica da ressonancia magnética nuclear
(Equacgéo 18) (SILVERSTEIN et al., 2005).

v = o .B, (Equacéo 18)

Onde, v,€é a radiacdo de radiofrequéncia, y é a taxa de giro magnético
(Equacédo 18) e B, € a forca de campo magnético da particula. A Equacdo 19
demonstra a relacdo direta entre a taxa de giro magnético e o momento de dipolo
magnético (u) e inversa para h (constante de Plank) e I (spin) (SILVERSTEIN et al.,
2005).

(Equacéo 19)

Quando o spin do nucleo é perturbado pelo pulso de frequéncia, este tende a
retornar ao seu movimento inicial e esse retorno é denominado precessao (figura

12). O tempo decorrido no movimento de precessao pode ser transformado através
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da trasformacdo de Fourier, essa aplicacdo rendeu a Richard Ernst, em 1991, o
prémio Nobel de Quimica (SILVERSTEIN et al., 2005; ERNST, 2013).

Ao inverter o campo magnético externo com um pulso contrario de
radiofrequéncia, os parametros de y e B, acompanham a modificagcdo e o tempo
necessario para retornar as condi¢des iniciais € chamado de tempo de relaxacéo,
esse tempo pode ser medido e transformado pelo modelo citado anteriormente em
um sinal de deslocamento quimico que relaciona os prétons conforme a influéncia
de seus proprios tempos de relaxacdo e dos tempos de relaxagdo dos prétons
ligados a atomos vizinhos, gerando assim o0 espectro de ressonancia magnética
nuclear (SILVERSTEIN et al., 2005).

FIGURA 13 — MOVIMENTO DE PRECESSAO
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NOTA: Préton girando em movimento de precessdo no campo magnético (B,) e gerando momento
de dipolo magnético ((t) FONTE: SILVERSTEIN et al., 2005.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL DE ESTUDO

As galactomananas utilizadas no trabalho foram extraidas de sementes
trituradas de Bracatinga e do endosperma de sementes de Guapuruvu (recebendo a
nomenclatura de B e G, respectivamente). As sementes foram cedidas pelo Instituto
Ambiental do Parand (IAP) e pelo Viveiro Mata Atlantica (Sdo Paulo, SP),
respectivamente.

A xantana utilizada (Lote: 2518963 - MERCK) foi minuciosamente escolhida
pelo seu grau de pureza FFCS estipulado pelo proprio fornecedor; essa sigla
significa que a amostra possui granulometria inferior a 200 MESH, é grau alimenticio
e passou por tratamento visando retirada de proteinas residuais. A amostra foi
gentilmente cedida pela Merck Milipore (Alphaville, SP).

3.2 EXTRACAO E PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS

3.2.1 Purificagéo da xantana

A amostra de xantana foi solubilizada em &gua ultrapura tipo 1, na
concentracdo de 1g/L, em seguida, o material passou por um procedimento de
purificacdo, conforme descrito no diagrama da figura 13, com a finalidade de retirar o
maximo de ions possiveis.

O procedimento consistiu das seguintes etapas: A solucdo de xantana foi
autoclavada por 20 min, a 127°C e 1,5 atm; essa etapa foi utilizada para que a
molécula ficasse em seu estado desordenado para facilitar a troca ibnica com o0 meio
nos procedimentos de didlise subsequentes.

Logo, com a amostra ainda quente foram realizadas sucessivas diélises
fechadas contra agua ultra pura tipo I, sob constante agitacdo magnética, até que a

condutividade e o pH da agua de troca ficassem iguais ao da agua ultrapura. Apos
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os procedimentos de dialise as amostras foram liofilizadas e mantidas em ambiente
livre do efeito higroscopico (BRESOLIN et al., 1996 e 1998; KOURRIEH et al., 2007;
BERGMANN et al., 2008; SANDOLO et al., 2010; TAKO et al., 2010).

A amostra de xantana proveniente da dialise contra agua ultrapura foi

denominada X.p enquanto a comercial ficou sendo chamada de X.grcs.

FIGURA 14 — DIAGRAMA DE PURIFICACAO DA XANTANA

Didlise
H,O
|

X frcs —  Autoclave —

Liofilizador — Xp

NOTA: Diagrama descrevendo o processo de purificagdo de X grcs para a Xop.

3.2.2 Extracao das galactomananas

Utilizando o protocolo de extracdo do Laboratério de Quimica de Carboidratos
Vegetais da UFPR, a galactomanana do endosperma de sementes de bracatinga foi
extraida a partir da moagem das sementes inteiras, pois a mesma é
demasiadamente pequena para a retirada do endosperma isoladamente (figura -
14.a). Esse material foi triturado em moinho Standard Model NO.3 — Willey Mill —
Arthur H. Thomas Co. (figura - 14.b) usando peneiras com abertura de 2 e 1 mm
(SALVALAGGIO, 2010; KOOP et al. 2009, 2012 e 2013).

No caso da semente de guapuruvu (figura - 14.c) foi possivel efetuar um corte
longitudinal e retirar os endospermas (figura - 14.d). Posteriormente a retirada, os
endospermas foram secos a vacuo e a 25° C para em seguida serem moidos em
moinho Tecnal TE-650 (figura -14.e) (SALVALAGGIO, 2010; KOOP et al. 2009, 2012
e 2013).
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FIGURA 15 — DIFERENCAS DE TAMANHO DAS SEMENTES DE GUAPURUVU E
BRACATINGA.

a)

""3""!)“"‘1"'“ T

“ |1 T

NOTA: a) Semente de bracatinga.* b) Moinho Standard Model no. 3 — Wiley Mill — Arthur h. Thomas
co.*** c) Semente de guapuruvu.* d) A pelicula transparente no interior da casca (indicada pela seta
vermelha) é o endosperma contendo a galactomanana da semente de guapuruvu.** €) Moinho Tecnal
TE-650.****

*Fonte: Fotografias tiradas das proprias sementes no trabalho de SALVALAGGIO (2010). **Fonte: O
AUTOR. ***Fonte: © THOMAS SCIENTIFIC, 2013. ****Fonte: TECNAL EQUIPAMENTOS PARA
LABORATORIO (2013).

Previamente a trituracdo ou corte do material (sementes) foi preciso realizar a
inativacdo enzimatica pelo método de fervura (10 min) e resfriamento em banho de
gelo. O material triturado foi dissolvido em agua destilada, 1g/L, e centrifugado em
centrifuga Hitachi Himac CR21E por 30 minutos, a 10.000 rpm (1680 G), a 10° C. O
precipitado foi desprezado; entdo ao material soltvel foi adicionado 50% de etanol
seguido de centrifugacédo, nas mesmas condi¢cdes anteriores, contudo dessa vez o
polissacarideo estd presente no precipitado, sendo esta fracdo, portanto, a
recuperada. O processo se repetiu com percentagens crescentes de etanol 70, 85, e

98,9% de mistura final com etanol.
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Uma vez tendo as galactomananas extraidas, estas foram secas em estufa a
vacuo a 25° C, o material resultante foi moido em sistema cadinho/pistilo e por fim
0S graos passaram por separacao pelo método de granulometria no Departamento
de Engenharia de Alimentos.

A granulometria das galactomananas foi realizada para garantir a
reprodutibilidade das solubilizacdes das mesmas, ja que essas apos extracdo e
secagem apresentaram particulas de diferentes tamanhos o que influencia no
processo de solubilizacdo, conforme descrito por Pollard e colaboradores (2007). O
material previamente macerado foi submetido a granulometria de 200 MESH,
utilizando agitador de peneiras Bertel tipo magnético-12.03 por 10 minutos, sendo 0s
rendimentos da granulometria de 67% para G e 95% B. O agitador de peneiras foi
gentilmente cedido pela Prof.2 Dra. Agnes de Paula Scheer do Departamento de
Engenharia de Alimentos da UFPR.

A partir do momento que as amostras foram pesadas ap6s a granulometria
elas passaram a ser nomeadas como B para galactomanana extraida de semente
de bracatinga e G para galactomanana extraida do endosperma da semente de

guapuruvu.

3.3 HOMOGENEIDADE E DETERMINACAO DE MASSAS

Primeiramente foi preciso analisar isoladamente a xantana e as
galactomananas e, para esse fim, o0 método de HPSEC-MALLS foi o escolhido. As
cromatografias foram efetuadas em um sistema WATERS, contendo quatro colunas
de gel permeacdo conectadas em série, sendo elas Ultrahydrogel 2000, 500, 250 e
120, com limites de excluséo de 7.10° 4.10°, 8.10% e 5.10° g/mol, respectivamente.

Acoplados ao sistema de cromatografia de exclusdo estérica estdo trés
detectores: detector de espalhamento de luz laser (632,8 nm) multidngulos modelo
DSP-F Wyatt Technology, detector diferencial de indice de refracdo (IR) WATERS
2410 e detector viscosimétrico Validyne P55 acoplado ao voltimetro Elenco
Precision XP-581 (WYATT, 1993).

O sistema esta representado na figura 15, e, para obtencado e interpretacéo

dos resultados o software utilizado foi o ASTRA versao 4.70.07. O fluxo utilizado foi
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de 0,6 mL/min, tendo como fase mavel nitrito de sédio 0,1 mol/L acrescido de azida
de sddio 0,2 g/L, e temperatura de 25 °C.

Para a determinacdo da homogeneidade e dos calculos dos parametros My,
Pd, porcentagem de recuperagéo e Ry todas as amostras foram solubilizadas por 16

horas em aliquota da mesma fase mével do sistema HPSEC-MALLS-RI-VIS.

FIGURA 16 — FOTO DO EQUIPAMENTO DE CROMATOGRAFIA DE EXCLUSCAO
ESTERIA COM MULTI DETECCAO - HPSEC-MALLS-RI-VIS/UV — UFPR

NOTA: a) Equipamento de HPSEC-MALLS-RI. b) Forno de armazenamento das colunas de exclusao
estérica. Fonte: O autor.

3.4 REOLOGIA

As analises reoldgicas foram realizadas a 25°C, em Reémetro Haake MARS Il
acoplado por intermédio de uma unidade de controle de temperatura (UTMC) a um

banho termoestatizado HAAKE K15, a um termocirculador de agua DC5, e a um
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controlador térmico (Peltier). O sensor utilizado foi cone-placa C60/2°Ti com
diametro de 60 mm com fenda de 0,1 mm.

Para a realizacéo das varreduras de frequéncia foi realizado previamente uma
analise de varredura de tensédo para identificar a faixa viscoelastica linear, sendo que
para ambos os casos esse valor de tenséo foi de 10 Pa. As varreduras de frequéncia
tiveram inicio em 0,03 Hz e final em 100 Hz, e foram realizadas em concentracéo
polimérica iguais ao experimento de curva de viscosidade.

Foram feitas curvas de viscosidade dos polissacarideos isoladamente, e, em
seguida do sistema binario xantana:galactomanana (na propor¢édo 1:1 viv (5 g/L))
comparando a xantana comercial e a amostra X.p em mistura com a galactomanana
de G. Apenas a galactomanana de guapuruvu foi escolhida para continuidade do
trabalho, pois em resultados preliminares ndo houveram diferencas significativas na
interacdo da galactomanana de bracatinga com a amostra Xp em relacdo a
interac&do entre a galactomanana de guapuruvu e a amostra X_p.

As misturas foram feitas em trés condi¢cbes de solventes diferentes: agua,
NaCl 0,002 mol/L e NaCl 0,04 mol/L. As amostras foram mantidas em repouso por
24 horas para estabilizacdo das malhas poliméricas formadas. Todas as andlises
foram realizadas em triplicatas e os dados aqui apresentados sdo de origem da
média aritmética dos ensaios (KHOURYEH et al., 2007; SANDOLO et al., 2010).

3.5 FOTOMETRIA DE CHAMA

A fotometria de chama é uma técnica analitica baseada em espectroscopia
atbmica. Nessa metodologia, a amostra é inserida em uma chama e emite radiacéo
referente ao metal em questdo. Isso € possivel pois quando os céations recebem a
energia de uma chama eles geram espécies excitadas, e, quando essas espécies
retornam para o estado normal liberam parte da energia recebida na forma de
radiacdo, essa energia € liberada em comprimentos de onda caracteristicos para
cada elemento quimico (OKUMURA et al., 2004).

Os metais alcalinos e alcalinos terrosos emitem radiagdo eletromagnética (na
faixa de luz visivel) em uma chama ar-gas combustivel (GLP), em uma temperatura

entre 1700 e 1900 °C. Assim, € possivel gerar a emissdo de linhas atébmicas
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caracteristicas para cada elemento, contudo essa analise € principalmente feita para
determinacao e quantificacdo de Na, K, Ca e Li (OKUMURA et al., 2004).

Para confirmar a qualidade da purificacdo da xantana foram efetuados
ensaios de quantificacdo de ions sodio e potassio pelo método de fotometria de
chama no equipamento Micronal modelo B462 abastecido com butano.

As analises quantitativas foram feitas através do estabelecimento de curva
padréo dos ions.

3.6 SISTEMA DE MISTURA AUTOMATICA CONTINUA ACOPLADO A
ESPALHAMENTO DE LUZ ESTATICO (ACM-SLS)

Para a andlise de ACM-SLS o equipamento de HPSEC-MALLS-RI-VIS,
descrito no item 3.3 deste trabalho foi adaptado. As colunas cromatogréficas foram
retiradas e adicionada mais uma bomba de HPLC Waters®, modelo 505 HPLC
Pump, para misturar as fases moveis, assim como descrito no item 2.4.2.1.

O ensaio da influéncia salina na conformacdo da xantana foi realizado
utilizando como solugcéo A: xantana (Xp) 0,25 g/L em NaCl 0,05 M e como solucao
B: X.p em &gua ultrapura sob concentracdo de 0,25 g/L.

E necessario fazer uma analise da equacdo de espalhamento de luz para
aplica-la corretamente aos valores de voltagem bruta extraidos do equipamento.
Comparando a equacdo de Rayleigh-Zimm-Debye-Gans (equacdo 2) com a
equacao da reta (equacao 20), temos que y € igual a K./Rg, 0 coeficiente angular é

regido por Rg2/3 .M,,, x é igual ao quadrado do vetor de espalhamento (g°) e o
coeficiente linear Mi + 2.4,.c. A determinacéo de y pdde ser calculada a partir das

equacdes 3, 4 e 5, e x através da equacéo 6.

y=ax*xx+b (Equacéo 20).

Para obter os valores de coeficiente angular e linear basta aplicar o modelo
de regressao linear de Pearson (Equacdo 2l.a e 21.b, respectivamente). Na
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primeira, N € 0 numero de pares ordenados de y e X, ou seja, 0 numero de relacdes
de K./Rg entre os angulos escolhidos pelos seus respectivos vetores de
espalhamento de luz laser (q). O coeficiente angular é dado pela razdo entre N
vezes 0 somatorio do produto de x e y subtraido do produto dos somatorios de x e
de y por N vezes o somatdrio do quadrado de x subtraido pelo quadrado do
somatorio de x. Uma vez determinado o coeficiente angular, é possivel calcular o
coeficiente linear aplicando a equacado 21.b, que consiste da média de y subtraida
do produto entre o coeficiente angular e a média de x (FIGUEREDO et al., 2009).

_ Nx2 (cxy)—2(x)*2(y)
N+Z(x2)—(2(x))

(Equacéo 21.a)

b=y—ax*x (Equacéo 21.b)

Para avaliar a linearidade dessa regressédo, o método conta com o célculo do
coeficiente de correlacdo r (Equacao 22), senjo que quanto mais préximo o valor do
seu quadrado estiver de 1, maior € a relacdo entre os pares ordenados.Nessa
equacéo o N é o mesmo valor utilizado na equacéo 21.a (FIGUEREDO et al., 2009).

O valor de r é dado pelo produto de N e o somatério do produto de x e y
subtraido pelo produto dos somatdrios de x e y, da mesma forma que o coeficiente
linear, contudo para r esse valor é dividido pela raiz quadrada de do produto de N e
0 somatorio do quadrado de x subtraido pelo produto do somatério do quadrado de x
e 0 produto de N e o somatério do quadrado de y subtraido do quadrado do
somatorio de y (FIGUEREDO et al., 2009).

_ N+S(x0y) -3 ()+5() .
" T N0 07 (N20)P - D) (Equagao 22)

Este estudo teve como grande diferencial a andalise mistura automatica
continua em espalhamento de luz laser em tempo real. Por isso, fez-se necessario

realizar os célculos de massa utilizando ferramentas de informéatica ndo oriundas do
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fabricante do equipamento, e, foi desenvolvido no presente estudo um programa de
tratamento de dados em linguagem C, cddigo fonte em anexo, que utilizou as
equagoes 2, 3, 5, 6, 7, 12, 19, 20.a, 20.b e 21. O programa de tratamento de dados

encontra-se como anexo neste trabalho.

3.7 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Afim de complementar o estudo de espalhamento de luz laser e reologia,
foram realizadas andlises de ressonancia magnética nuclear no centro de
ressonancia magnética nuclear da UFPR, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
Guilherme Sassaki. O equipamento utilizado foi o Bruker Avance Ill 600 MHz, com
probe QXI5 mm. A andlise quantitativa de proton foi realizada a 70 °C com amostras
na concentracdo de 2 g/L em D,0 utilizando 128 scans.

O padrdo de referéncia interna utilizado foi TMSP (acido trimetilsilil-
propandico), entdo foi calculado o valor das integrais dos grupamentos de piruvato e
acetil em relagdo ao préton anomérico a da manose interna da cadeia lateral das

moleculas de X grcs € Xop.
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4. ARTIGO INERENTE A CARACTERIZACAO CONFORMACIONAL DA
XANTANA INDUZIDA POR MEIO SALINO

Real-time monitoring of the stiffness dependence of the single strand xanthan gum
induced by NacCl

Roberto Savi Junior?, Rilton Alves de Freitas®, Guilherme Sassaki®, Heidegrid Siebert
Koop?, Joana Léa Meira Silveira®

& Laboratory of Plant Carbohydrates, Department of Biochemistry and Molecular
Biology, Federal University of Parana, Curitiba 81531-990, PR, Brazil

P BioPol, Department of Chemistry, Federal University of Parana, Curitiba 81531-990,
PR, Brazil

ABSTRACT

The conformation of polyelectrolytes is strongly influenced by the interaction with the
solvent and it is not different for xanthan gum. Yet it is essential to consider the ionic
composition already present in the molecule. So, it is possible to study the physical-
chemical characteristics of the molecule, excluding side effects. In this work it was
observed, in real time, using automatic continuous mixing (ACM), the influence of salt
concentration on the conformation of the single strand xanthan gum (X). The results
confirm that in water, X are in single stranded, with Ry and L, values of 40 nm and 37
nm, respectively. During ACM experiment, the salt concentration increases, reaching
to a limit that changes the conformation transition to a compact strand, when the Ry
and L, decrease to 20 nm and 29 nm, respectively, with reduction in the A,. The

ACM can be used as a powerful tool to study the conformational transition of

polyelectrolytes induced by salt.

KEYWORDS: Xanthan, lonic influence, Automatic continuous mixing (ACM),

Conformation.
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1. INTRODUCTION

The xanthan gum (X) is an exopolysaccharide produced by the bacterium
Xanthomonas campestris. This polysaccharide has its major feature the viscous
capacity, and therefore it is used in the food and pharmaceutical industry as a
thickener and stabilizer™ % 2.

According Dea et al.* the chemical structure of X consists of D-glucopyranosyl
units linked by B(1—4) and substituted alternately at O-3 of every glucose unit by a
trisaccharide chain, composed by a glucuronic acid linked between two D-
mannopyranosyl units, while the inner mannose has an acetyl group in C-6 and the
terminal mannose is substituted at C-4 and C-6 by a pyruvate group, however, it is
not a stoichiometric substitution® > %782,

As observed, X is a charged polysaccharide, a polyelectrolyte, and its
properties in solution are widely studied, since it is capable of conformational
transition, dependent of temperature, ionic solution condition, pH and polymer
concentrations™®.

Several authors demonstrated the influence of NaCl on the X viscosity,
however only few works were evaluated in diluted and semi-diluted concentrations
and none using real-time analysis™* "

When the ionizable groups of X, in saline, are more exposed, it is organized in
what is known as ordered conformation or helix, while the condition of absence of
ions in solution, its conformation is called as disordered™" *2.

In this manuscript we propose a different way to study the order-disorder
conformational transition of X in low diluted concentrations (0.25 g.L™) and its
interaction with NaCl (range of 0-0.1 mol.L™), using an automatic continuous mixing
(ACM). The technique consists in analyse the changes of conformational properties

of X, in real time by multidetectos like multi-angle static light scattering, refraction
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index and viscometer (ACM-SLS-VIS). The parameters evaluated were the radius of
gyration (Rg), viscosity, persistence length (L,) and second virial coefficient (A).
Complementary analysis was performed by circular dichroism*® and nuclear

magnetic resonance.

2. EXPERIMENTAL SECTION
2.1 Material
Xanthan (X.grcs) was gently provided by Merck Millipore® (Alphaville, SP) and
selected for its purity grade (FFCS), this abbreviation means that the sample has less
than 200 mesh particle size, is food grade and passed by treatment aimed at
removing residual proteins. All the other reagents were of analytical grade and

supplied by Sigma-Aldrich.

2.2 Xanthan purification
X.rrcs Was solubilized in type | ultrapure water (Millipore System), in a
concentration of 1 g/L, at room temperature, under continuous stirring, during 18 h.
Then the material passed through the process of autoclaving at 121°C, 1.5 atm for 20
min and further dialyzed exhaustively against type | ultrapure water. After the
procedures of dialysis the sample was freeze dried and kept in an environment free

of moisture™ * 11121415 This sample was named X.p.

2.3 lonic quantification
The quantification of ionic concentration was performed by flame photometry

method using a model B462 MICRONAL®.
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2.4  High performance size exclusion chromatography coupled to multidetectors
(HPSEC-MALLS/RI/VIS)

High performance steric exclusion chromatography coupled with multi-angle
static laser light scattering and refractive index detectors (HPSEC-MALLS-RI) to
analyze the xanthan was performed. Chromatograms were carried on a Waters®
system containing four gel permeation columns Ultrahydrogel® 2000, 500, 250 and
120, connected in series, with exclusion limits of 7.10°, 4.10°, 8.10* and 5.10% g.mol™,
respectively.

The flow rate used was 0.6 mL.min™ and as mobile phase sodium nitrite in 0.1
mol.L™" and sodium azide 0.2 g.L™ used as conservative, at 25° C.

Attached to the steric exclusion system there was two detectors: The multi-
angle static laser light scattering (632.8 nm), model DSP-F Wyatt Technology, a
differential refractive index, model WATERS 2410 and a homebuilt single capillary
viscometer based on Valydine DP15 pressure transducer and Valydine CD12 carrier
demodulator. The data were collected using Wyatt technology ASTRA software,
version 4.70.07.

For obtaining and interpreting the results the equipment software was ASTRA
version 4.70.07.

The HPSEC-MALLS-RI was the method utilized to determine weight-average
molar mass (My), radius of gyration (Rg), polydispersivity Index (P) and recovery rate.

All of these parameters can be calculated by equation 1.

= — 4+ —"Zxq%+ 24A,c (Equation 1)

Where K is the optical constant appropriate for vertically polarized incident

light and the polymers solutions used, where K = 41m?n?(dn/dc)?/NaA?), and n is the
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refractive index of used solvent, N is the Avogadro’s number and A is the vacuum
wavelength of the laser (632.8 nm). The dn/dc of 0.135 ml.g™ for X was calculated
and used.

c is the concentration of polymer (g.mL™), Re is the excess of Rayleigh laser
light scattering ratio (cm™), q is the scattering detector angle, M,, is ponderal average
molecular mass by weight, <S>, is the z-averaged mean square radius of gyration
(in this work we used the root square of its value, which refers to Ry), q is the

scattering wave vector (q = (4 1.n/ A )sin(g/2)) and A; is the second virial coeficient.

2.5 Real time analysis of the salt effect on xanthan gum

Using the static light scattering (SLS), it was possible to perform an
experiment in which two mobile phases are mixed and the resulting solution was
analyzed by SLS and viscometry in real time. This assay is called automatic
continuous mixing (ACM) with high-resolving technique, static laser light scattering
and viscometer (ACM-SLS-VIS). The first mobile phase of ACM-SLS-VIS was X.p
solubilized in purified water at polymer concentration of 0.25 mg.mL™ and filtered
through a 0.22 ym membrane filter, at 20°C. To half of this solution was added a
saturated NaCl solution that was previously filtered by 0.22 um, under continuous
stirring, to adjust the salt concentration to 0.1 mol.L™. In both cases the final polymer
concentration was 0.25 mg.mL™, in water or in NaCl 0.1 mol.L™. The polymer
concentrations were confirmed using differential refractometer. The solution was
used immediately after filtration and after the salt concentration adjustment. These
experiments were performed using 7 detector angles between 30° to 150° to supply
the equation 1.

The X.p in water was titrated with the saline X.p and the mixture, in continuous

stirring, was passed throughout the multi-detectors at a flow rate of 0.5 mL.min™.
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Thus it was possible to observe, in real time, the saline influence on physical-

chemical parameters of the purified xanthan molecule, without altering the X,
concentration.

Using ACM coupled to light scattering, it was possible to determine the My, Ry

and A, and using viscometer, it was possible to determine the Ry by the Flory Fox

equation (Equation 2).

= 2% (Equation 2)

My,

where [n] is intrinsic viscosity (obtained by the reduced viscosity, calculated
from viscometer), ¢ = 2.56.10* mol™ is the Fox-Flory constant, Ry is the viscometric
radius of gyration.

The increase in the salt concentration was determined using an additional
detector, the refractive index (RI). The dn/dc for NaCl was 0.120 mL.g™.

The effect of the salt concentration was analyzed by persistence length (L)
parameter. The calculus of the Ry in real time for each concentration of NaCl, as well
as the L, according the Eq. 3, is given by the square of the radius of gyration (Flory
Fox Ry was used) and the contour length (L = My, / (m.b)), where m is the mass of

mere and b is the their length.
L*L 2% Lp° Ly* -L .
R = —2—-L + =2 (Li) * [1 — exp * (L—>] (Equation 3)

2.6  Circular Dichroism analysis
Transitions in the conformation of X, was also confirmed by circular dichroism

spectra, measured on X.p dissolved in ultra-pure water and dissolved in NaCl
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concentrations from 0.007 to 0.1 mol.L™. The experiment was carried out with an
acquisition rate of 1 nm per second in a Jasco J-815 CD spectrometer coupled with a
163 - 900 nm photomultiplier and a controller CDF — 4265/15. For this experiment the
samples were solubilized by 0.25 % in ultrapure water and 0.1 mol.L™* NaCl, at 25 °C,
a quartz cell with 0.5 cm optical pass length and with a thermostat jacket was used

for the measurements® 2,

2.7  Nuclear magnetic Resonance

The quantitation of acetyl and pyruvate in X samples were determined using
nuclear magnetic resonance analyzes were performed on Bruker Avance Il 600
MHz, equipped with 5 mm inverse probe QXI, in the UFPR NMR Center. Quantitative
1H-NMR were performed after 90° (p1) pulse calibration by evolution until 360° using
a start p1 of 4 ms plus increment of 2 ms (p1-8.93 ms, relaxation delay = 10.0 s,
number of time domain points 65536 and acquisition time = 5.12 s), calculation of
offset (2832.7 Hz) to obtain a spectrum width of 6394.0 Hz. The spectra (2mg/ml) of
X.rrcs and, X.p were measured at 70° C in D,O and 128 scans were collected o give
a Signal/Noise (S/N) ratio of 1697 and 553 for the methyl groups of pyruvil and acetyl
units, respectively. Integration of H-1 areas belonging to mannose, acetyl and pyruvil
groups® were performed without tube rotation and respecting a TMSP signal with a

medium half line width varying from 1.3 Hz after Lorentzian deconvolution®"8,

3. RESULTS
3.1 Characterization of xanthan samples
The Xercs sample purification was realized to achieve salt reduction and to
obtain a single strand of polysaccharide, namely X.p. To confirm the reduction of the

ionic concentration, it was performed a flame photometry assay. It was possible to
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determine a reduction in the sodium concentration, for the purified sample (X.p) from
2.1to 1.5 ppm, and there is no significant reduction for potassium.

The effect of autoclaving and dialysis steps during X.grcs purification that
resulted of X.p sample was analysed by HPSEC-MALLS-RI. The parameters weight-
average molar mass (M), radius of gyration (Rg) and polydispersity (P) can be seen

in the Table 1.

Table 1 — Physical-chemical parameters of weight-average molar mass (M,,), radius

of gyration (Rg), polydispersity (P) and rate of recovery of the samples X.rrcs and Xep.

Sample M,y Ry P Recovery Pyruvate Acetyl
(g.mol™)/10° (hm) (My. M) (%)

X Frcs 20+0.2 1354+ 3.4 1.0+0.1 65 0.74 0.36

Xp 1.2+0.1 86.5 +2.6 1.2+0.1 100 0.70 0.30

* Recovery rate calculated from the HPSEC-MALLS system. ** Integral relation
between the pyruvate and acetyl for a anomeric proton signal calculated by *H-NMR.

It was possible to observe a decrease, in a half, of M,, for X.p, as well as a
decrease of Ry and a small increase of the polydispersity (P), suggesting that the
purification procedure changed the macromolecule from a double helix to a single-
helix, without a re-transition from a single to double helix after drying. Also, there was
an increase in the recovery from HPSEC-MALLS system, which is justified by the
greater ease in passing through the pre-analytical filter. The purification also did not

alter the pyruvate and acetyl content in the sample.

3.2  Automatic Continuous Mixing
Fig. 1 shows the time dependence of the raw data from the real time salt

titration of X_.p sample performed by ACM-SLS-VIS.
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Figure 1. ACM-SLS raw laser light scattering, viscosity, refractive index vs time. Polymeric
concentration used was 0.25 mg/mL, flow rate 0.5 mL/min, beginning of mixing at 38 min.

Initially, at 8 min, it is possible to observe an increase in the raw scattered light

intensity at 6 = 90°, and viscosity detector signals. At this moment, the solvent,

purified water, was exchanged to X.p in water at 8 min, and a stable plateau on light

scattering, refractive index and viscosity was observed for between 8 and 30 min.

From 38 min, starts the mixture between Xp in 0.1 molL™? NaCl and Xp in water,

using a continuous titration method, where there was clearly observed an abrupt

decrease in the signal of viscosity as well as an increased in the scattered light

intensity and steady increase of the refractive index due to increasing molarity of

NacCl.
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Figure 2 A) Kc/Rg by log of NaCl concentration of ACM-SLS, polymeric concentration 0.25 mg/mL,
flow rate 0.5 mL/min. B) Ry by light scattering (black), Ry by Flory Fox (gray), and L, by worm-like
equation (light gray) as a log function of NaCl concentration (moI.L'l). Insert: Shows the Kc/Rg
extrapolation to zero angle in different concentrations of NaCl. C) Dependence of A, by [NaCI®®;
Conditions of essay: X in water solution, and X.p on NaCl 0.1 mol.L™ solution.

The reciprocal representation in terms of Kc/Rg provides a more revealing
depiction of the conformational transition of X_p. Fig. 2A shows an abrupt reduction in
the ratio Kc/Rg of X_p during NacCl titration due to increase in the Rg, characteristic of a
polyelectrolyte behavior during salt titration.

We presented on Fig. 2B the Ry calculated by Rayleigh-Debye-Gans and from
Flory-Fox equations, respectively. In both cases the values of Ry, at the beginning

(=38 min), whit X.p in water, presents a higher Rg. However, starting the titration with
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X.p in NaCl, it was observed a decrease of Ry by light scattering and determined by
Flory-Fox equation to about half and a similar reduction in the persistence length
(light gray) mathematically obtained from worm-like model.

The extrapolation of Kc/Ry versus sin?(q/2) of random concentrations of NaCl
is plotted as an insert of Fig 2B. In this figure, it is important to observe the scale
linearity of data points. At low NaCl concentrations (8.5x10™ -2.1x10 mol.L™), the
slope is negative, as expected for polyelectrolytes in low concentration. As NacCl
concentration increases the slope becomes less negative or even positive. Fig 2.C

1/2

demonstrate the A, in relation to the concentration of NaCl ™, which shows that

lower the NaCl concentration, higher the value of A,.

3.3  Circular Dichroism
The figure 3 shows the circular dichroism spectra of X.p in water and X in 0.1
mol.L™ NaCl at 25°C. It was observed for both samples a positive peak and a weaker
negative peak at around 200 and 220 nm, respectively. The increase in the intensity
of the first peak (200 nm), as the salt concentration increased, and the decrease of
the valley at 220 nm. This was compatible with a transition to a more compact single

strand helix in NaCl 0.1 mol.L™.
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Figure. 3. Circular dichroism spectra of X_p in water and X_p 0.1mol.L™* NaCl at 25° C.

4. DISCUSSION
4.1  Characterization

Xanthan gum (X) could be presented in three forms, random coil, single helix
or double helix, depending of the extraction process or purification, temperature,
concentration or ionic strength® % 3 13. 19, 20, 21, 22,23, 24

The present study gives new insights about the conformational transition of X
from a expanded to a more compact helix, using for this a purification step of X to
single strand helix and using the automatic continuous mixing (ACM) analysis in real
time, to monitoring the double helix formation. Additional techniques are used as a
support to our finding.

The purification step was efficient in removing the counterions in excess from
the Xp. However, it was necessary to evaluate the macromolecular characteristics

after and before to proceed the purification step. For this purpose the HPSEC-

MALLS-RI was indispensable®.
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After purification of X recs to Xp, the value of the Ry and My, was decreased

and the recovery rate was increased. Similar results are presented by Gulrez et al.?,
that observed a reduction of My and Ry, as well as an increase in the % of mass
recovery from HPSEC. According to the authors there are two possibilities to explain
the reduction in the molar mass, 1% it happens a dissociation process, due to high
temperature forming single strand helix and 2"*: a degradation process, due to high
pressure. The authors found that both processes can occur simultaneously. We
observed in our study a small increase in the P, that can suggest some degradation.
However, it is suggested that the 1% process was the main aspect related to our X,
once the degradation occur mainly after a long heating process. The fact of
complete dissociation of X gecs to X.p could be also achieved during the heating due
to the high pyruvate content of X, promoting an strong electrostatic repulsion of the
double strand in water, and promoting the single strand formation, during the

purification process?.

4.2  Light Scattering and Automatic Continuous Mixing

Using the Xp in single strand helix form, it was evaluate the conformational
change using ACM-SLS. Scattering intensity increase with increasing [NaCl], due to
the decrease in interchain repulsion and decrease in the virial coefficients. Viscosity
decreases as the polymer coil contracts, giving a smaller hydrodynamic volume, and,
consequently smaller intrinsic viscosity. In the figure 2A, the =0 intercepts of
Kc/Recq=0) VS [NaCl] for Xp at 0.25 mg/mL, the steep drop with increasing salt
reflects the interparticle shielding and decrease in A,**.

To achieve the macromolecular parameters from the linear regression on

extrapolation to zero angle from the Kc/Rg versus g° give us, in real time, the molar
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mass, and there is no increase in My,, evaluating only the extrapolation of the higher

scattering wave vector, as a function of NaCl increasing®* 2°

(data not shown).

The reduction in the Ry for X.p during [NacCl] titration in the X.p in water, may
indicate that the molecules are reorganizing themselves into more compact
structures, with reduction in the excluded volume. The initial expanded chain, with
higher excluded volume, is caused by the ionization of adjacent ionic groups.

To avoid the influence of aggregates that could be randomicaly influencing the
light scattering experiment, it was used a second detector, less sensible to
aggregates in solution, obtaining the Ry from the viscometer and from the Flory-Fox
equation. There are differences between the Ry from light scattering experiments and
viscometer, suggesting that the results from light scattering could be polluted with
some aggregates in solution.

The Ly, provide an important information about the rigidity of the system. In the
absence of salt in xanthan, a state of single-helix, influenced by the ionization of
pyruvate groups of X.,p. When there is an increased [NacCl], a reduction in the L, was
observed.

The same phenomena was observed by Atomic Force Microscopy®®, with a
reduction in the L,, only by changing the saline condition of the method. The authors
state that when the salt concentration is low, the intramolecular electrostatic
repulsion is strong, justifying higher L,™. According to the AFM technique, the values
used can generally vary between 30 and 130 nm between denatured and native
samples™®. In this study, after the purification procedure, the sample X present a of
L, of 45 nm and there was a shift to 30 nm when there was a change of the other
physical-chemical parameters. Similar results were observed by Muller et al.?, that

observed transition in the same order, for X, in equivalent molar concentrations™.
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The finding here is also in good agreement with the previous results published
by Tinland and Rinaudo?’, that observed for xanthan, with different molar mass, a L,
around 31 nm in high ionic strength (0.1 mol/L) and at low salt concentration (0.01
mol/L), a small electrostatic contribution, and L, of 34.2 nm. The same authors also
observed an increase in the molar mass and intrinsic viscosity, only at concentrations
higher than 0.3 mol/L, suggesting the formation of aggregates in such situation.

The A; calculated against the reciprocal of the square root of the salt molarity
of the Xp provides a major contribution to the understanding of ionic influences in
saline conformation. It is presented with a number of points obtained in real time. We
observed that there was a very significant increase in the slope of the curve of A, vs
[NaCI]®>, where in low salt concentrations the calculated value of A, was quite high
in relation to the values of higher salt concentration, and the extent that the salt
concentration was increasing the values of A, were significantly decreased, this may
be related to the change in conformation of single-helix, because it is closely related
to the effect observed in Ry and L, where it's assumed that the counter ion has an
influence on intra electrostatic expansion on the xanthan molecule. Similar results

|-23

were also observed by Mulller et al.“®, using punctual experiments, and now

confirmed with thousand of points.

4.3  Circular Dichroism
The result shown by circular dichroism, supports the reasoning of the
conformational change of single-stranded to a more compact structure, because
there was a very significant change in the molecular conformation of the saline

sample (X 0.1 molL™ NaCl) compared to the same purified (X-P) in water.
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According to Matsuda, Biyajima and Sato'®, on circular dichroism the

increasing of peak at 200nm indicates the change in xanthan conformation to a

compact single-helix, confirming the found results™ .

5. Conclusion

The xanthan molecule is very sensitive to changes in saline concentration, so
that in the absence of counter ions assumes an expanded and rigid single stranded
conformation and as demonstrated by the correlation between Ry, My, Az, L, and
circular dichroism discussed here when the solvent changes from ultra-pure water to
low salt concentration there is an abrupt change for a single compact helix. So, the
use of ACM could be a powerful tool to indicate and observe abrupt changes in

polyelectrolyte concentration, like Xanthan gum.
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5. DEMAIS RESULTADOS E DISCUSSOES

51 EXTRACAO E PURIFICACAO DAS GALACTOMANANAS

Ap6és realizar a extracdo e purificacdo das galactomananas B e G, segundo o
protocolo descrito nos material e métodos deste trabalho, foi possivel estabelecer
algumas comparacfes com os valores encontrados na literatura para as amostras
de mesma espécie.

As amostras de galactomananas de bracatinga (B) e guapuruvu (G)
provenientes dos procedimentos de extracdo e purificacdo foram injetadas em
HPSEC-MALLS-RI-VIS, os perfis obtidos foram homogéneos (figura 17) e
apresentaram, respectivamente, valores de massa molar média ponderal em peso
(Mw) de 873.500 e 713.100 g/mol, raio de giragéo (Rg) de 65,2 e 42,3 nm e indice de
polidispersao (Pd) de 1,532 e 1,382 (Tabela 3).

FIGURA 17 — ANALISE DE HOMOGENEIDADE DE GALACTOMANANAS
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NOTA: HPSEC-MALLS-RI, Linha continua: Espalhamento de luz laser a 90°. Linha pontilhada: indice
de refragcdo. Condicdes: Nitrito de sddio 0,1 M + Azida de sddio 200 ppm, 0,6 mL/min, 25° C.



73

TABELA 3 - PARAMETROS MACROMOLECULARES DAS AMOSTRAS DE
GALACTOMANANA DE BRACATINGA E GUAPURUVU

Amostra Mw (g/mol) Rg (nm) Pd (My/M,) Rec (%)
B 873.500 £ 34.940 65,2 3,3 1,532 £ 0,166 85
G 713.100 £21.393 42,3+3,8 1,382 £ 0,116 100

NOTA: M, Massa molar média ponderal em peso. Ry: Raio de giragdo. Pd: indice de polidisperséo
(My/M,). Rec: Recuperacgdo (% de massa recuperada).

Seguindo os mesmos protocolos SALVALAGGIO et al. (2010) e KOOP et al.
(2012) obtiveram respectivamente em meédia 802.000 g/mol para amostra B e
773.000 g/mol para a amostra G, considerando a ordem de grandeza dos valores e
o fato das sementes utilizadas nos trabalhos serem de partidas diferentes € possivel
estabelecer uma semelhanca entre os resultados. A Figura 18 representa a
comparacdo dos dados de M, do presente estudo com o0s encontrados por
SALVALAGGIO et al. (2010) e KOOP et al. (2012).

FIGURA 18 — COMPARACAO DE DADOS DE MASSA MOLAR MEDIA PONDERAL
EM PESO COM DADOS DE LITERATURA
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NOTA: Gréfico comparativo de massas encontradas para as galactomananas, do presente estudo,
em relacdo aos dados mais relevantes em literatura. Barras verticais e horizontais: Valores do
presente estudo. Barras inclinadas: Valores de literatura. FONTE: O autor, SALVALAGGIO et al.
(2010) e KOOP et al. (2012)
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Um parametro importante para a analise de homogeneidade € o percentual de
recuperacédo, esse calculo é feito relacionando a massa detectada pelo equipamento
pela massa que foi pesada e informada ao software. Na tabela 3, os valores de
recuperacdo encontrados para as galactomananas B e G foram, respectivamente,
85 e 100%. Esse parametro € dado a partir do valor informado de massa de amostra
injetada em relacdo a massa detectada pelo detector de indice de refracdo e
calculada, pelo software Astra 4.70.07, ou seja, quanto mais proximo de 100% for
esse valor, menos amostra € perdida por interferentes externos ou internos.

O indice de polidispersdo (Pd) encontrado (Tabela 3) para as amostras esta
dentro do esperado para um perfil homogéneo de polissacarideos de origem vegetal,
pois se deve considerar a ampla variabilidade de composicdo e de estrutura
inerentes a origem do polimero, ambiente, tempo de maturacédo e até mesmo regiao
de plantio (GANTER et al., 1993 e 1995; SIERAKOWSKI et al., 2000; CARBONERO
et al., 2003; SALVALAGGIO, 2010; VALENGA et al., 2011).

5.2 XANTANA

Da mesma forma que para as galactomananas foram efetuados ensaios de
HPSEC-MALLS-RI-VIS para a amostra X.recs € X.p, pode-se observar no grafico 3 o
aumento da intensidade do espalhamento de luz (linhas continuas) na amostra
purificada (X.p) e do seu indice de polidispersdo (de 1,0 na amostra X gecs para 1,2
na amostra Xp), indicando, portanto, um aumento na distribuicdo dos tamanhos

moleculares da xantana.
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FIGURA 19 — ANALISE DE HOMOGENEIDADE DA XANTANA
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NOTA: HPSEC-MALLS-RI, Linha continua: Espalhamento de luz laser a 90°. Linha pontilhada: indice
de refracdo. Condicdes: Nitrito de s6dio 0,1 M + Azida de sddio 200 ppm, 0,6 mL/min, 25° C.

A partir dos cromatogramas representados acima, aplicando a técnica de
HPSEC-MALLS-RI-VIS os valores de M,, Ry, Pd e Rec foram calculados e
representados na tabela 4. A diminuicdo encontrada na massa de X.p € proveniente
provavelmente de um processo de desagregacdo e mudanca conformacional de
dupla hélice para hélice simples. Os valores de Ry, calculados por esse método,
corroboram para esse raciocinio, ja que também seguem uma tendéncia
descentende apés a purificacdo. Da mesma forma, como o indice de recuperacao
aumenta, tem-se mais um indicio de que houve uma maior facilidade da molécula
permear as colunas de excluséo estérica.

A amostra X.p em nitrito de sodio, na concentracdo de solvente utilizada no
ensaio de HPSEC-MALLS-RI (Nitrito de sodio 0,1 M + Azida de sédio 200 ppm), néo
torna a formar dupla hélice apds o tratamento de purificagdo, conforme discutido no
artigo constante no presente estudo.

Através da técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio
das amostras Xgrcs € Xp, foi realizado o célculo das integrais dos sinais do
hidrogénio anomérico a da manose interna da cadeia lateral da molécula de xantana
em relacdo ao sinal do grupamento de piruvato (1,45 ppm) e ao sinal do grupamento

de acetil (2,18 ppm), conforme demonstrado na tabela 4.
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TABELA 4 — PARAMETROS FISICO-QUIMICOS E MACROMOLECULARES DAS
AMOSTRAS DE XANTANA

Amostra M Ry Pd Rec fa g fPiruvato fAcetil
(g/mol) (nm)  (MW/Mp) (%)

X Frcs 2.000.000 1354 1,0 65 1,0 0,74 0,36
+ 200.000 +34 +0,1

Xp 1.200.000 86,5 1,2 100 1,0 0,70 0,30
+ 100.000 +2,6 + 0,05

Xantana® 1.800.000 - 1,4 - 1,0 1,0 0,12

Xantana®  4.800.000 - - - 1,0 0,98 0,99

Xantana® 3.600.000 230 - - - - )
Xantana®  2.900.000

NOTA: M,: Massa molar média ponderal em peso. Ry Raio de gira¢éo. Pd: indice de polidispersdo
(My/M,). Rec: Recuperacédo (% de massa recuperada por HPSEC-MALLS-RI). Integrais obtidas por
RMN através do software Topspin versao 2.1. X grcs: Xantana comercial do presente estudo. X.p:
Xantana purificada do presente estudo. Xantana® Trabalho de Muller et al. (1986). Xantana’:
Trabalho de Lecourtier et al. (1986). Xantana®: Trabalho de Milas et al. (1978). Xantana®; Trabalho de
Bergmann et al. (1978).

A tabela 4 demonstra a grande variedade de valores encontrados em
literatura para My e Ry da xantana, isso se deve as diferentes estruturas
conformacionais que a mesma pode assumir, bem como os diferentes métodos
utilizados para sua obtencéo e purificacéo.

E importante ressaltar o teor de piruvatacdo e acetilacio da xantana, visto
gue sdo esses radicais que conferem a molécula a caracteristica de polieletrdlito.
Nesse trabalho os teores de acetil e piruvato foram mantidos e os valores
encontrados foram coerentes com a mudanca conformacional da molécula de
xantana, assim foi possivel realizar um estudo inédito de analise da
redisponibilizacdo i6nica na conformagdo molecular, e, na interacdo com as

galactomananas B e G.
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5.3 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO

Através dos ensaios de espalhamento de luz dinamico foram determinados os
valores de Ry, Pd, p (tabela 5). Além destes trés parametros foram determinados
valores de retencdo de dados e diferenca de linha de base. Esses dois ultimos
parametros sdo referentes a confiabilidade dos dados experimentais, sendo que
guanto maior a retencdo de dados maior a pureza da solu¢cdo e quanto menor a
diferenca de linha de base menos interferentes externos influenciaram a leitura da

autocorrelacao.

TABELA 5 - PARAMETROS MACROMOLECULARES DE XANTANA E
GALACTOMANANA DE GUAPURUVU OBTIDOS POR ESPALHAMENTO DE LUZ
DINAMICO

Amostra Rn (nm) Pd (DLS) p* Retencéo de Diferenca de
dados (%) linha de base (%)

X.Frcs 369,15 0,402 0,367 - 0,350

Xp 240,45 0,336 0,360 97,93 0,143

G 241,75 0,433 0,175 - 2,806
NOTA: Ry Raio hidrodinamico. Pd: Polidispersao dinamica.

p: Fator de forma. Valores obtidos através de analise de espalhamento de luz dindmico. *Valor
calculado a partir de Rg/R.

Os valores do fator (p) para as duas amostras de xantana (X.prcs € X.p) séo
incompativeis com os valores correspondentes a topografia de bastdo. Essa
diferenca € provavelmente oriunda dos valores determinados para o R,. Como a
determinacéo do fator de forma se da pela razéo entre Ry e Ry houve diminui¢éo do
valor final. Como o método de espalhamento de luz dindmico utilizado é realizado “in
bath” é possivel que tenha havido influéncia de emaranhados moleculares, nao
necessariamente agregados, mas sim emaranhados que mesmo apoés as filtracbes
foram se formando & medida que a auto-correlacdo de dados acontecia, justificando
portanto, os altos valores encontrados ndo somente para as analises de xantana

como também para a galactomanana G.
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5.4 REOLOGIA DAS MISTURAS

Através da analise de varredura de frequéncia foram comparadas as misturas
binarias de xantana purificada e galactomananas (B e G) (grafico 4) com as misturas
binarias de xantana comercial e galactomananas (B e G) (figura 20). E possivel
observar que para as misturas binarias contendo a galactomanana G houve
formacéo de gel (G’>G”) em ambas as misturas com xantana (X.p € X.recs), contudo
a mistura contendo a xantana comercial teve uma rigidez acentuadamente maior do
gue a mistura contendo xantana purificada. Isso pode ser observado comparando 0s
valores de G’ e G” na frequencia de 0,1 Hz, onde, para a mistura contendo xantana
comercial obteve-se 5 e 2 Pa (respectivamente) contra apenas 0,6 e 0,4 Pa para a
mistura contendo xantana purificada.

Quanto as misturas relacionadas a galactomanana B, quando misturada com
xantana purificada houve sobreposi¢ao do carater liquido (G”) sobre o carater solido
(G’), em contra partida quando a mistura foi realizada com xantana comercial houve
formacao de gel (G'>G”). Também a 0,1 Hz pode-se observar para o caso da
mistura de Xp e B o valor de 0,01 Pa para G’ contra 0,05 Pa para G”,
correspondendo portanto a uma solugéo viscosa, todavia na mistura de X grcs € B 0

valor de G’ é 1,0 Pa enquanto o de G” é de apenas 0,6 Pa, caracterizando um gel.

FIGURA 20 — VARREDURA DE FREQUENCIA DE MISTURA BINARIA DE
XANTANA PURIFICADA E GALACTOMANANAS (B E G)
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NOTA: Varredura de frequéncia, com tensdo de cisalhamento constante de 10 Pa estipulada através
da faixa visco elastica linear pela varredura de tensédo. Circulos: Misturas contendo galactomanana G.
Quadrados: Misturas contendo galactomanana B. Simbolos fechados: Carater Sélido. Simbolos
abertos: Carater liquido.
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FIGURA 21 - VARREDURA DE FREQUENCIA DE MISTURA BINARIA DE
XANTANA COMERCIAL E GALACTOMANANAS (B E G)
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NOTA: Varredura de frequéncia, com tensao de cisalhamento constante de 10 Pa estipulada através
da faixa visco elastica linear pela varredura de tensdo. Circulos: Misturas contendo galactomanana G.
Quadrados: Misturas contendo galactomanana B. Simbolos fechados: Carater Soélido. Simbolos
abertos: Carater liquido.

E possivel ainda, correlacionar as geleificacbes entre si em funcdo da razao
Man/Gal comparando os géis formados pela mistura de X rrcs € G com a mistura de
X.rrcs € B (figura 21).

Esse resultado corrobora para a literatura apresentada na introducdo desse
estudo, pois a 0,1 Hz os valores de G’ e G” da mistura contendo a galactomanana
menos substituida (G) sdo de uma ordem de grandeza superior ao dobro dos
valores encontrados para mistura contendo a galactomanana mais substituida (B).
Nessa andlise, observa-se que a mistura de xantana:galactomanana contendo
galactomanana mais substituida (B) teve formacdo de gel menos rigido do que a
mistura xantana:galactomanana relacionada a galactomanana menos substituida
(G).

As analises de curvas de viscosidade em diferentes concentracbes salinas
(0,002 M e 0,04 M de NaCl) foram realizadas apenas com a mistura contendo
galactomanana de guapuruvu (G), pois foi essa a mistura que apresentou maior
rigidez de geleificagdo no ensaio de varredura de frequéncia.

A figura 22 demonstra que a viscosidade inicial da mistura de X.grcs com G foi
cerca de dez vezes maior do que as viscosidades das amostras isoladas e das
misturas de Xp com G, isso pode estar relacionado a conformacdo molecular, a
estrutura de interacdo necessita de estabelecer ligacbes de hidrogénio conforme

descrito por Tako et al. (2010) e ao retirar 0s contra-ions a molecula de X.p nao é
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mais compativel com a interacdo molecular que gera o aumento da viscosidade e

consequente geleificacao.

FIGURA 22 COMPARACAO DE CURVAS DE VISCOSIDADE DOS
POLISSACARIDEOS ISOLADAMENTE E EM MISTURA SINERGICA
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NOTA: Asterisco: Galactomanana de guapuruvu. Hexagono: Xantana comercial (X_rrcs). X: Xantana
purificada (X.p). Tridngulo invertido: Mistura contendo xantana comercial e galactomanana de
guapuruvu. Cruz: Mistura contendo xantana purificada e galactomanana de guapuruvu em
agua.Circulo: Mistura contendo xantana purificada e galactomanana de guapuruvu em solugdo de
0,002 M de NaCl. Quadrado: Mistura contendo xantana purificada e galactomanana de guapuruvu em
solugédo de 0,04 M de NaCl. Todos os experimentos tiveram concentracdo polimérica final de 5 g/L.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

As galactomananas de endosperma de Schizolobium parahybae (G) e de sementes
de Mimosa scabrella (B) foram extraidas e analisadas por HPSEC-MALLS-RI e as
amostras apresentaram perfil homogéneo.

O procedimento de purificagdo da xantana (comercial) foi eficiente e proporcionou a
andlise da xantana em hélice simples (Xp) para o estudo em tempo real de
influéncia da salinidade da solucdo na sua conformag¢éo macromolecular.

Para a andlise de espalhamento de luz laser foi desenvolvido o sistema de mistura
automatica continua, modificando o sistema de HPSEC-MALLS-RI, e, a metodologia
foi eficiente para estudar os parametros macromoleculares da xantana purificada.

A conformacéo da xantana foi avaliada em tempo real por ACM-SLS obtendo-se Ay,
Ly, Mw € Rgem funcéo do aumento da concentragéo salina.

Através do espalhamento de luz dindmico foi possivel determinar valores de Ry, para
Xrrcs, Xp e G.

Atraves do HPSEC-MALLS-RI foi possivel determinar os parametros fisico-quimicos
dos polissacarideos X grcs, Xp, B € G.

Através dos ensaios reologicos pode-se observar a perda da capacidade geleificante
da xantana purificada (hélice simples — X.p) com as galactomananas.



ANEXOS

Cadigo fonte programa em Linguagem C para tratamento de dados de ACM-SLS

#tinclude<stdio.h>
ttinclude<stdlib.h>
#tinclude<math.h>
#define MAX 4500

struct estrutura{
float time,d8,d9,d10,d11,d12,d13,d14,ri,visco;
2

int main (){

intj,i;

float *ponteiro,lambdanm,vtolueno,k,c,nref,dndc,Na,lambda,teste;

float normal[7], vsolvente[7], qquad[7], q[7], seno[7], coefang[MAX], coeflin[MAX],
Mw[MAX], Rg[MAX], rifMAX], ritemp[MAX], recipraizrilMAX];

float MwGPC, A2[MAX], Lp[MAX], RgLpchute, Lpcerto[MAX], L, Mw90[MAX],
viscorel[MAX], viscoesp[MAX], viscointriiMAX], RgFlory[MAX];

struct estrutura dados[MAX];

struct estrutura rtheta| MAX];

struct estrutura kcrtheta[ MAX];

nref = 1.335;// indice de refracao

dndc = 0.125;// sem unidade

Na =6.02214129e+23;// 1 mol -> numero de avogadro
lambda = 0.00006328;// cm

lambdanm = 632.8;

vtolueno = 0.284386;// volts

¢ =0.0005;// g/cm3

normal[0] = 0.765;

normal[1] = 0.8;

normal[2] = 1.033;

normal[3]=1.;

normal[4] = 1.233;

normal[5] = 1.086;

normal[6] = 1.147;

MwGPC = 1192000.;//Mw determinado pelo GPC.
L = ((MwGPC * 1.04)/954.78526);

82
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//calculo das constantes
k=(4*(M_PI*M_PI)*(nref*nref)*(dndc*dndc))/(Na*(lambda*lambda*lambda*lambda

));// constante optica

/1

seno[0]=sin(((60/2)*M_PI1)/180);
seno[1]=sin(((69/2)*M_PI1)/180);
seno[2]=sin(((80/2)*M_PI1)/180);
seno[3]=sin(((90/2)*M_PI1)/180);
seno[4]=sin(((100/2)*M_P1)/180);
seno[5]=sin(((111/2)*M_P1)/180);
seno[6]=sin(((121/2)*M_P1)/180);

printf("valores dos senos de theta/2%f %f %f %f %f %f %f

\n\n\n\n\n\n",seno[0],seno[1],seno[2],seno[3],seno[4],seno[5],seno[6]);

g[0]=((4*M_PI*nref)/lambdanm)*seno[0];
a[1]=((4*M_PI*nref)/lambdanm)*seno[1];
a[2]=((4*M_PI*nref)/lambdanm)*seno[2];
a[3]=((4*M_PI*nref)/lambdanm)*seno[3];
q[4]=((4*M_PI*nref)/lambdanm)*seno[4];
a[5]=((4*M_PI*nref)/lambdanm)*seno[5];
q[6]=((4*M_PI*nref)/lambdanm)*seno[6];

qquad[0]=q[0]*q[O];
qquad[1]=q[1]*q[1];
qquad[2]=q[2]*q[2];
qquad[3]=q[3]*q[3];
qquad[4]=q[4]*q[4];
qquad[5]=q[5]*q[5];
qquad[6]=q[6]*q[6];

printf("q 60° -69° -80° -90° -100° -111° -121°\n");
printf(" %f - %f - %f - %f - %f - %f - %f\n",q[0],al1],a[2],a[3],a[4],q[5],q[6]);
printf("q2602  -69° -80° -90° -100° -111° -121°\n");
printf(" %f - %f - %f - %f - %f - %f - %f\n", gquad[0], qquad[1], qquad[2],

qquad(3], qquad[4], qquad[5], qquad([6]);

printf("k = %.10f \n" k);
printf("c = %f g/cm3\n",c);
getchar();

FILE *fp;
fp = fopen ("ACM.csv","r");//ACMII.CSV OU ACM.csv
if (fp == NULL) {
printf ("N&o foi possivel abrir o arquivo ACM-IIA.TXT\n");
return 1;

}

for(i=0;i<MAX;i++){
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fscanf(fp,"%f; %f;%f;%f;%f;%f; %f; %f; %f; %f", &dados[i].time, &dados]i].ds,
&dados|i].d9, &dados[i].d10, &dados[i].d11, &dados]i].d12, &dados|i].d13, &dados[i].d14,
&dadosli].ri, &dadosli].visco);

//printf("%f;%f; %f;%f; %f; %f; %f; %f;%f; %f\n",dados[i].time, dados[i].d8, dados[i].d9,
dados[i].d10, dados][i].d11, dados]i].d12, dados[i].d13, dados][i].d14, dados]i].ri,
dadosli].visco);

}

vsolvente[0] = dados[50].d8;

vsolvente[1] = dados[50].d9;

vsolvente[2] = dados[50].d10;

vsolvente[3] = dados[50].d11;

vsolvente[4] = dados[50].d12;

vsolvente[5] = dados[50].d13;

vsolvente[6] = dados[50].d14;

for(i=0;i<MAX;i++){

//formula de rtheta

rtheta[i].d8=((dados[i].d8-
vsolvente[0])/vtolueno)*0.944*(2258203.827/(lambdanm*lambdanm*lambdanm*lambdan
m))*normal([0];

rtheta[i].d9=((dados[i].d9-
vsolvente[1])/vtolueno)*0.944*(2258203.827/(lambdanm*lambdanm*lambdanm*lambdan
m))*normal([1];

rtheta[i].d10=((dados[i].d10-
vsolvente[2])/vtolueno)*0.944*(2258203.827/(lambdanm*lambdanm*lambdanm*lambdan
m))*normal(2];

rtheta[i].d11=((dados[i].d11-
vsolvente[3])/vtolueno)*0.944*(2258203.827/(lambdanm*lambdanm*lambdanm*lambdan
m))*normal[3];

rtheta[i].d12=((dados[i].d12-
vsolvente[4])/vtolueno)*0.944*(2258203.827/(lambdanm*lambdanm*lambdanm*lambdan
m))*normal([4];

rtheta[i].d13=((dados[i].d13-
vsolvente[5])/vtolueno)*0.944*(2258203.827/(lambdanm*lambdanm*lambdanm*lambdan
m))*normal([5];

rtheta[i].d14=((dados[i].d14-
vsolvente[6])/vtolueno)*0.944*(2258203.827/(lambdanm*lambdanm*lambdanm*lambdan
m))*normal([6];

}

for(i=0;i<MAX;i++){
//printf("%.10f ; %.10f ; %.10f ; %.10f ; %.10f ; %.10f ;
%.10f\n",rtheta[i].d8,rthetali].d9,rthetal[i].d10,rtheta[i].d11,rtheta[i].d12,rtheta[i].d13,rtheta
[i].d14);

kcrtheta[i].d8 = (k * c) / rthetali].d8;
kcrtheta[i].d9 = (k * c) / rthetali].d9;
kcrtheta[i].d10 = (k * c) / rtheta[i].d10;



85

kcrthetali].d11 = (k * c) / rthetali].d11;
kcrtheta[i].d12 = (k * c) / rthetal[i].d12;
kcrtheta[i].d13 = (k * c) / rthetal[i].d13;
kcrtheta[i].d14 = (k * c) / rtheta[i].d14;

/* if (((i+1)%1000)==0){
printf("Tecle para continuar mostrando\n");
getchar();

*/
}

for(i=0;i<MAX;i++){

coefangl[i] = ( (7 * ((gquad[0] * kcrthetali].d8) + (qquad[1] * kcrtheta[i].d9) +
(gquad[2] * kerthetal[i].d10) + (qquad[3] * kcrtheta[i].d11)+ (qquad[4] * kcrthetali].d12) +
(gquad[5] * kcrthetali].d13) + (qquad[6] * kcrthetali].d14)) - (qquad[0] + qquad[1] +
gquad[2] + qquad|[3] + gquad[4] + qquad[5] + qquad[6]) * (kcrtheta[i].d8 + kcrtheta[i].d9 +
kcrtheta[i].d10 + kcrtheta[i].d11 + kcrtheta[i].d12 + kcrtheta[i].d13 + kcrtheta[i].d14)) / (7 *
((aquad[0] * gquad[0]) + (qquad[1] * gquad[1]) + (qquad[2] * gquad[2]) + (qquad[3] *
qquad([3]) + (qquad[4] * qquad[4]) + (qquad[5] * qquad([5]) + (qquad[6] * qquad[6])) -
((qquad[0] + gquad[1] + gquad[2] + qquad[3] + gquad[4] + qquad[5] + qquad[6]) * (qquad[0]
+ gquad[1] + gquad[2] + qquad[3] + gquad[4] + qquad[5] + qquad[6]))) );

coeflin[i] = ( ((kcrtheta[i].d8 + kcrthetali].d9 + kcrthetali].d10 + kcrtheta[i].d11
+ kcrthetali].d12 + kcrtheta[i].d13 + kcrtheta[i].d14) / 7) - (coefang[i] * ((qquad[0] + gquad[1]
+qquad([2] + qquad[3] + qquad[4] + qquad([5] + gquad[6]) / 7)));

//printf("\n %d ---> a = %.10f ; b = %.10f \n",i+1,coefang]i], coeflin[i]);
}

for(i=0;i<MAX;i++)1{

Mw[i] = (1/coeflin]i]);

Rgli] = (coefangl[i] * Mwl[i] * 3*(-1));
Rgli] = sart(Rglil);

printf("%d ---> Mw = %.10f",i+1,Mw[i]);
printf(" - Rg? = %.10f \n", Rg[i]);

/* if (((i+1)%100)==0){
printf("Tecle para continuar mostrando\n");
getchar();

*/
}

for(i=0;i<1668;i++){//esse numero A© onde a sensibilidade do detector de ri estoura
ritemp[i]=(dados[i].ri-dados[50].ri);



ritemp[i]=((ritemp[i]*0.000292908)/0.180);//regra de 3 com o (FC
0.000585816 ACMII) (FC 0.000292908 ACM).
ritemp[i]=(ritemp[i]*1000);//convertendo para mg/ml.
ri[i]=(ritempli]/58.44);//convertendo para mol/L.
recipraizri[i]=(1/(sqrt(ri[i])));//reciproco da raiz quadrada de ri.
}
for(i=1668;i<MAX;i++){//esse numero A© onde a sensibilidade do detector de ri
estoura
ritemp[i]=(dados[i].ri-dados[50].ri);
ritemp[i]=((ritemp[i]*0.000585816)/0.180);//regra de 3 com o (FC
0.001171632 ACMII) (FC 0.000585816 ACM).
ritemp[i]=(ritemp[i]*1000);//convertendo para mg/ml.
ri[i]=(ritempli]/58.44);//convertendo para mol/L.
recipraizri[i]=(1/(sqrt(ri[i])));//reciproco da raiz quadrada de ri.
}
for(i=0;i<MAX;i++){
A2[i]=(coeflin[i]-(1/MwGPC))/2*c;
printf("[NaCl] %f = A2 %.30f \n",ri[i],A2[i]);
/* if (((i+1)%100)==0){
printf("Tecle para continuar mostrando\n");
getchar();

*/
}

for(i=0;i<MAX;i++){
for(j=0;j<200;j++){
) RgLpchute = (((L*)/3)-(%j)+(2* (7*J*))/L)-(2*((*j*i*))/(L*L))* (1-exp(-

L/i)));

Rglpchute = sqrt(RgLpchute);

if ((RgLpchute >= (Rg[i] - (Rg[i]1*0.05))) && (RgLpchute <= (Rgl[i] +
(Rgli]*0.05)))A

Lp[i]=RgLpchute;

}

for(i=0;i<MAX;i++){
printf("[NaCl] %f = Lp %f \n",ri[i],Lp[i]);
/*
if (((i+1)%100)==0){
printf("Tecle para continuar mostrando\n");
getchar();
}
*/
}

FILE *gravar;

86

gravar = fopen ("RESULTADO.TXT","w");//RESULTADO.TXT E RESULTADO2.TXT
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if (gravar == NULL) {
printf ("Nao foi possivel abrir o arquivo RESULTADO.TXT\n");
return 1;
}
fprintf(gravar,"time ; Mw ; Rg; ri; 1/sqrt(ri) ; A2 ; Lp\n");
for(i=0;i<MAX;i++){
if(Lp[i]<=10)
fprintf(gravar,"%f ; %f ; %f ; %f ; %f ; %.20f; \n",dados][i].time, Mw(i],
Rgli], ri[i], recipraizri[i], A2[i]);
else
fprintf(gravar,"%f ; %f ; %f ; %f ; %f ; %.20f ; %f \n",dados[i].time,
Mw([i], Rg[i], ri[i], recipraizri[i], A2[i], Lp[i]);

}

for(i=0;i<MAX;i++){
Mw90([i]= (1 / kcrtheta[i].d11);
printf("Mw para 90 = %f \n",Mw90[i]);
}
FILE *gravamw?90;
gravamw90 = fopen ("Mw.txt","w");
if (gravamw90 == NULL){
printf("nao foi possivel criar o arquivo Mw.txt");
return 1;
}
fprintf (gravamw90,"[NaCl] ; Mw90 \n");
for (i=0;i<MAX;i++){
fprintf(gravamw90,"%f ; %f \n",ri[i], Mw90[i]);
}

fclose (fp);
fclose (gravar);
fclose (gravamw90);

FILE *pkcrtheta;
pkcrtheta = fopen ("kcrtheta.txt","w");
if (pkcrtheta == NULL){
printf("nao foi possivel criar o arquivo kcrtheta.txt");
return 1;
}
fprintf (pkcrtheta,"[NaCl] ; 60 ;69 ;80;90; 100; 111 ; 121 \n");
for (i=0;i<MAX;i++){
fprintf(pkcrtheta,"%f ; %.10f ; %.10f ; %.10f ; %.10f ; %.10f ; %.10f ; %.10f
\n",ri[i],kcrtheta[i].d8,kcrtheta[i].d9,kcrthetali].d10,kcrthetal[i].d11,kcrtheta[i].d12,kcrthetali
].d13,kecrthetali].d14);

}

for(i=0;i<MAX;i++){
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viscorel[i]=((dados[i].visco-dados[4500].visco)/(dados[50].visco-

dados[4500].visco));

viscoespli]=(viscorel[i]-1);
viscointri[i]=(viscoespli]/c);
RgFlory[i]=cbrt((viscointri[i]*MwGPC)/(cbrt(36)*2.56e+23));
RgFlory[i]=RgFlory[i]*10000000;
printf("%f \n",RgFlory[i]);

}

FILE *foxflory;
foxflory = fopen ("foxflory.txt","w");
if (foxflory == NULL){
printf("nao foi possivel criar o arquivo foxflory.txt");
return 1;
}
fprintf (foxflory,"Viscolntrinseca ; RgFloryFox \n");
for (i=0;i<MAX;i++){
fprintf(foxflory,"%f ; %.10f \n",viscointri[i],RgFlory[i]);
}

fclose (fp);

fclose (gravar);
fclose (gravamw?90);
fclose (pkcrtheta);
fclose (foxflory);

/*

Voltagem Tolueno ="0.284386"
ds - 60A°
d9 - 69A°
dio - 80A°
di1 - 90A°
di2 - 100A°
di3 - 111A°
di4 - 121A°
*/

return 0;

}
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