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RESUMO

Neste trabalho é apresentado um estudo estrutural e fisico-quimico da goma de Acacia
mearnsii (GN) coletada no Brasil em comparacédo a goma de acacia comercial (GA). GA
e GN s&o compostas por unidades de ramnose, arabinose, galactose e acido glucurénico
em propor¢cdes molares distintas e contém aproximadamente 3 e 7% de proteina,
respectivamente. A GN apresenta uma maior disperséo e menor massa molar ponderal
média (Mw) do que a GA, mas ocupa um maior volume hidrodindmico (maior viscosidade
intrinseca - [n]) e apresenta um maior raio de giro (Rg), indicando uma maior rigidez na
cadeia. Essa rigidez é resultante da sua estrutura mais ramificada associada a presenca
de acidos urénicos. Pela amostra GN carboxi-reduzida (GN-CR) evidenciou-se a
contribuicdo dos grupos acidos para essa caracteristica. A amostra GN-CR apresentou
uma reducédo no valor da [n] e um menor Rgcom relacdo a amostra original (GN). A GN,
apresenta uma menor variagdo no pKa com a concentracdo, cujos valores sdo menores
do que os da GA em toda a faixa analisada. A maior acidez dos grupos carboxilicos da
GN é favorecida pela interagdo com a fracdo proteica, mais abundante nessa amostra. O
teor proteico influencia também no grau de associacdo das gomas de acacia. A GN
apresenta a formacdo de microdominios mais hidrofébicos do que a GA, a qual é
favorecida pelo aumento da forca ibnica da solucdo. Os perfis de SAXS (espalhamento
de raios X a baixo angulo) mostraram que a estrutura da GA e GN é formada por
diferentes niveis, condizentes com a morfologia de um elipsoide oblato. Com o aumento
da concentracéo observa-se, principalmente para a GA, a formacéo de uma organizacéo
estrutural. A dinAmica em escala microscopica analisada por XPCS (espectroscopia de
fotocorrelacdo de raios X), utilizando nanoparticulas de ouro (AuNPs) como sonda,
mostraram que a GA e GN em regime semidiluido apresentam um comportamento ndo
difusivo caracteristico da relaxacdo de pontos de tensdo formados na estrutura desses
materiais. A GN, entretanto, apresentou um decaimento exponencial em duas etapas,
gue corresponde a um movimento rapido e difusivo, mas restrito espacialmente. A
dimens&o desses intersticios foi estimada pelo deslocamento quadratico médio (72) das
AuNPs, cujos valores sao préximos aos calculados pelo médulo elastico (G’) obtido por
reologia. Ao que se tem conhecimento, esse é o primeiro relato da conexao direta entre
a dindmica observada em escala microscopica por XPCS com o comportamento
reoldégico macroscopico por reologia para um biopolimero com essa complexidade
estrutural. As analises reoldgicas mostraram que a GN se apresenta como um gel nas
concentracdes de 15 a 30%, cuja forca € aumentada quando permanece em repouso.
Também apresentam um comportamento pseudoplastico que, com o repouso, mostra a
presenca de dois eventos dilatantes dentro do perfil pseudoplastico, tipico de polimeros
associativos. Os resultados apresentados demonstram a grande variabilidade existente
entre gomas de acacia de diferentes espécies e colaboram para evidenciar as
caracteristicas de uma goma cultivada no Brasil.

Palavras-chave: goma de acéacia, acacia-negra, propriedades fisico-quimicas, SAXS,
XPCS, reologia



ABSTRACT

We report a study on the structural and physicochemical properties of a Brazilian Acacia
mearnsii gum (GN) comparatively to a commercially available gum acacia (GA). GA and
GN were composed by rhamnose, arabinose, galactose and glucuronic acid units in
different molar ratios and contain around 3 and 7% of protein, respectively. GN has a
lower Mw with a broader distribution than GA, although, it presents a less compact
macromolecule with a larger hydrodynamic volume ([n]) and Rg, suggesting a stiffer
structure. This rigidity is related to the GN branched structure along with its charged
feature from the glucuronic acid units. The contribution of the acid units to this feature was
evidenced by the carboxy-reduced GN (GN-CR), which presented half of the [n] value of
the primitive GN sample and a smaller Rq. The stiffer GN structure also reflects in a narrow
variation of pKa (acid groups) with concentration and its lower values are associated with
the higher protein content in GN sample compared to GA. The higher protein content of
GN also favors its association degree, which is enhanced as the environmental ionic
strength increases. GA and GN SAXS profiles revealed different structural levels
consistent with an oblate ellipsoid morphology. At higher concentrations a structure peak
evolves (remarkably for GA). The microscopic dynamics of GA and GN at semi-diluted
regime was characterized by X-ray photon correlation spectroscopy (XPCS) using gold
nanoparticles as probes. Both samples showed non-diffusive compressed exponentials
associated with relaxation of a heterogeneous local stress. The GN, however, showed a
missing amplitude implying a partial decay at inaccessibly short times due to rapid and
localized motion of the nanoparticles. The characteristic range of this localized motion was
estimated through the calculated mean square displacement values ({(¥2)). We found a
good relationship between the (72) obtained from XPCS and the (72?) values calculated
based on the elastic modulus (G’) of the material analyzed by rheology that, to the best of
our knowledge, for the first time demonstrates the simple connection between the XPCS
microscopic scale dynamics with the macroscopic mechanical properties of such a
complex biopolymer. The 15% to 30% GN solutions have a gel-like linear rheology and
exhibit an evident pseudoplastic behavior. In the course of time it was noted a
strengthening of the gels and also the emergence of a shear thickening behavior followed
by shear thinning, characteristic of associative polymers. The results thus demonstrates
the large variability found between different Acacia species and contributes to highlight
the distinctive features of a Brazilian gum.

Keywords: acacia gum, black-wattle, physicochemical properties, SAXS, XPCS, rheology.



FIGURA 1 -

FIGURA 2 -

FIGURA 3 -

FIGURA 4 -

FIGURA S -

FIGURA 6 -

FIGURA 7 -

FIGURA 8 -

FIGURA 9 -

FIGURA 10 -

FIGURA 11 -

FIGURA 12 -

LISTA DE FIGURAS

MODELO ESTRUTURAL PROPOSTO PARA A FRACAO
POLISSACARIDICA DA GOMA DE A. senegal (GA)........ccccuvveee.

REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO MODELO WATTLE-
BLOSSOM PROPOSTO PARA A ESTRUTURA DA FRACAO

ESTRUTURA PROPOSTA PARA A FRACAO AGP DA GOMA
DE A. senegal: (A) SUBSUNIDADES QUE COMPOE A
ESTRUTURA AGP. (B) MODELO PROPOSTO PARA A
ESTRUTURA DA AGP CONSIDERANDO UMA ASSOCIACAO
MACROMOLECULAR ......oviveeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeseeseeseessseessenenens

REFLORESTAMENTO DE ACACIA NEGRA (A. mearnsii)) NO
BRASIL. EM DESTAQUE O EXSUDATO GOMOSO OBTIDO
DESSAS ARVORES. ..ottt

REPRESENTACAO DA GEOMETRIA DE UM EXPERIMENTO
DE S A XS

REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS TIPOS DE
INTERFACE CORRESPONDENTES A CADA FAIXA DE
EXPOENTE DE DECAIMENTO P OBSERVADO POR SAXS......

REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE UM EXPERIMENTO

FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DO PROCEDIMENTO DE
EXTRACAO DA GOMA DE A. MEAIMNSIi.......ccoviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeen

REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA REACAO DE
CARBOXI-REDUCAO PARA A GOMA DE ACACIA ATRAVES
DA FORMAGCAO DE UM INTERMEDIARIO O-ACILISOUREIA....

MECANISMO PROPOSTO PARA A REACAO DE CARBOXI-
REDUCAO DA GOMA DE ACACIA NAS CONDICOES
REALIZADAS . ...

PORTA-AMOSTRAS UTILIZADO NAS ANALISES DE XPCS. A
FLECHA APONTA PARA O ORIFICIO EM QUE O FEIXE DE
RAIOS X E INCIDIDO SOBRE A AMOSTRA QUANDO
POSICIONADA NA LINHADE LUZ........coiiiiiiiiiiiiiiiie

CROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS GA, GN E GN-CR
OBTIDOS POR SEC. AS LINHAS PONTILHADAS
REPRESENTAM A DECONVOLUCAO DO SINAL DE RI DAS
AMOSTRAS GN E GN-CR.....coiiiiiiiiiiiiii e

20

22

24

27

29

31

33

38

39

40

51



FIGURA 13 -

FIGURA 14 -

FIGURA 15 -

FIGURA 16 -

FIGURA 17 -

FIGURA 18 -

FIGURA 19 -

FIGURA 20 -

FIGURA 21 -

FIGURA 22 -

FIGURA 23 -

FIGURA 24 -

FIGURA 25 -

FIGURA 26 -

POTENCIAL ZETA DAS SOLUCOES DE GA E GN (10,0
mg mL ') EM FUNGCAO DA CONCENTRAGCAO DE NaCl..............

CURVA DE DISTRIBUICAO DO POTENCIAL ZETA DAS
AMOSTRAS DE GN E GN-CR (10,0 mg mL1) EM AGUA.............

VISCOSIDADE  REDUZIDA  (ned) EM FUNGAO DA
CONCENTRAGCAO DE GA E GN SOLUBILIZADAS EM AGUA.....

INFLUENCIA DA CONCENTRACAQ DE NaCl NA
VISCOSIDADE RELATIVA DAS SOLUCOES DAS GOMAS GA
E GN (10,0 Mg MI™T).eciiiiiiiiieieeeeee e

GRAFICO DE HUGGINS PARA A GA E GN EM NaCl 1,0 mol L1
EGN-CREMH20......cciiiiiiiiiiiiii e

ESPECTROS DE EMISSAO DE FLUORESCENCIA DO
PIRENO NA PRESENCA DE SOLUCOES DE GA (10 mg mL™%)
CONTENDO CONCENTRACOES CRESCENTES DE NaCl: DE
ZERO A 2,5 mol L.

RELACAO ENTRE AS BANDAS | E Il DE EMISSAO DO
PIRENO EM AGUA E EM SOLUCOES DE GA E GN (10
mg mL-) EM CONCENTRACOES CRESCENTES DE NaCl.......

CURVAS DE TITULAGAO POTENCIOMETRICA DAS GOMAS
GA E GN (10 mg mL, 25 °C) COM KOH 0,1 mol L. AS LINHAS
CORRESPONDEM AO AJUSTE OBTIDO PELO PROGRAMA

REPRESENTACAO DAS_ ESPECIES ENVOLVIDAS NO
EQUILIBRIO DE IONIZACAO (pKa! E pKa? DAS GOMAS DE
ACACIA ..o,

VARIACAO DO VALOR pKal! EM FUNCAO DA
CONCENTRACAODE GAEGNEMAGUA.........ccoceveereenn,

VARIACAO NOS VALORES DE pKa DOS GRUPOS ACIDOS
(pKal) E DOS GRUPOS DA FRACAO PROTEICA (pKa?) EM
FUNCAO DA CONCENTRACAO DE NaCl NO MEIO PARA A GA
E GN (L0 MG ML)t

PERFIS DE SAXS DAS AMOSTRAS GA E GN (0,1% m/m EM
NaCl 0,1 mol L, 20°C) E OS RESPECTIVOS AJUSTES PELO
MODELQO UNIFICADO........coiiiiiiiiiieiii e

PERFIS DE SAXS DAS AMOSTRAS GN E GN-CR (0,1% m/m,
20°C) E OS RESPECTIVOS AJUSTES PELO MODELO
UNIFICADO . ...t

PERFIS DE SAXS PARA DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE
GA (0,1 A 40,0% m/m) E GN (0,1 A 30,0% m/m). AS FLECHAS
INDICAM O AUMENTO DA CONCENTRAGAO........cccoivvei...

59

60

61

62

63

66

66

69

71

72

75

76

78



FIGURA 27 -

FIGURA 28 -

FIGURA 29 -

FIGURA 30 -

FIGURA 31 -

FIGURA 32 -

FIGURA 33 -

FIGURA 34 -

FIGURA 35 -

FIGURA 36 -

FIGURA 37 -

FATOR  INTERFERENCIA _ CALCULADO PARA AS
DIFERENTES CONCENTRACOESDE GAEGN........cccevvvviiinnns

ASPECTO MACROSCOPICO DAS AMOSTRAS GN 20% E GA
40% EVIDENCIANDO A DIFERENCA NA VISCOSIDADE DAS
SOLUGCOES. ... ..

FUNCOES DE AUTOCORRELACAO g2 (g= 0.03 nm) PARA AS
AMOSTRAS GA 40% (m/m) E GN 25% (m/m) COM E SEM A
PRESENCA DE NANOPARTICULAS DE OURO.........ccceiviurenn,

ESPECTROS DE ABSORCAO UV-VIS DA FORMACAO DAS
AuNPs NA PRESENCA DE GA PELA ADICAO PERIODICA DE
NaBHs (INDICADO PELA SETA) INSERCAO: ASPECTO
VISUAL DA SOLUCAO NO INICIO E NO FINAL DA SINTESE.....

IMAGEM OBTIDA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO DAS AuNPs SINTETIZADAS NA PRESENCA

PERFIL DE SAXS DAS AuNPs E O RESPECTIVO AJUSTE
MATEMATICO (LINHA VERMELHA).......c..oviiiiiiiiiiieeeeeiieeee

CURVA DE DISTRIBUICAO DO RAIO HIDRODINAMICO (Rn)
DAS AUNPS. ..o,

COMPARACAO ENTRE OS PERFIS DE SAXS DAS AuNPs,
DAS SOLUCOES DE GA (40%) E GN (25%) E DAS
DISPERSOES FINAIS FORMADAS PELA COMBINACAO DAS
AUNPS + GA 40% OU GN 25%.......evoeveeeoeeereereeeeesseesessseseseeseseens

ASPECTO VISUAL DOS CAPILARES CONTENDO AS
AMOSTRAS AuNPs, AuNPs + GA 40% e AuNPs + GN 25% (DA
ESQUERDA PARA A DIREITA). ...ttt

COMPARACAO ENTRE OS PERFIS DE SAXS DAS
DISPERSOES DE AuNPs CONTENDO CONCENTRACOES
CRESCENTES DE GA (ESQUERDA) E GN (DIREITA)................

FUNCOES DE AUTOCORRELACAO DE INTENSIDADE (gz2) EM
g = 0,059 nm? PARA AS AuNPs EM CONCENTRACOES
CRESCENTES DE GA (ESQUERDA) E GN (DIREITA). A LINHA
PONTILHADA REPRESENTA O VALOR DO CONTRASTE
MEDIDO COM UMA AMOSTRA ESTATICA (AEROGEL) E OS
SIMBOLOS X REPRESENTAM A MEDIDA DAS AuNPs EM
AGUA (LINHA DE BASE).......oteeteeeeeeeeeeeeeeeeeeesesseeeeeeeeeeeeeessse

81

83

84

85

86

87

87

88

89

89



FIGURA 38 -

FIGURA 39 -

FIGURA 40 -

FIGURA 41 -

FIGURA 42 -

FIGURA 43 -

FIGURA 44 -

FIGURA 45 -

TEMPO DE RELAXACAO CARACTERISTICO (t) EM FUNCAO
DO MODULO DO VETOR DE ESPALHAMENTO g PARA AS
AuNPs EM CONCENTRACOES CRESCENTES DE GA
(ESQUERDA) E GN (DIREITA). AS LINHAS REPRESENTAM O
AJUSTE LINEAR COM COEFICIENTE ANGULAR ENTRE
0,0 = L, Lottt ettt ettt ettt ee e ne e

RELACAO ENTRE O LOGARITMO NATURAL DA AMPLITUDE
DE g2(q,t) E g2 PARA AS DISPERSOES DE AuNPs EM GN. AS
LINHAS REPRESENTAM O AJUSTE OBTIDO PELA
EQUAGAD 15.......oiieeeececee e,

MODULO ELASTICO G' (SIMBOLOS PREENCHIDOS) E
MODULO VISCOSO G" (SIMBOLOS ABERTOS) PARA
DIFERENTES CONCENTRACOES DE GN EM FUNCAO DO
TEMPO DE RECUPERACAO APOS O PRE-CISALHAMENTO
ATE 1000st (0 =0,01 Pa, w=1rad/s, T=25C)....ccccceverururn...

RAZAO ENTRE O MODULO VISCOSO (G") E O MODULO
ELASTICO (G') PARA DIFERENTES CONCENTRACOES DE
GN EM FUNCAO DO TEMPO DE RECUPERACAO APOS O
PRE-CISALHAMENTO ATE 1000 s (o = 0,01 Pa, w = 1 rad/s,
L4550 TR

CURVAS DE VISCOSIDADE DAS SOLUCOES DE GN (15, 20,
25 E 30%) EM FUNCAO DO AUMENTO (SIMBOLOS) E
DECRESCIMO (LINHAS) DA TAXA DE CISALHAMENTO (y) NO
(A) ESTADO INICIAL E (B) APOS PRE-CISALHAMENTO (ATE
1000 sy SEGUIDO DE 20 HORAS DE
RECUPERAGAO . ......coii ittt

VARREDURAS DE FREQUENCIA PARA AS SOLUCOES DE
GN (15, 20, 25 E 30%) NO ESTADO INICIAL (AZUL) E APOS
PRE-CISALHAMENTO (ATE 1000 s) SEGUIDO DE 20h DE
RECUPERACAO (VERMELHO). G = SiIMBOLOS
PREENCHIDOS, G” SIMBOLOS ABERTOS. AS BARRAS
REPRESENTAM O DESVIO PADRAO ENTRE DOIS
EXPERIMENTOS INDEPENDENTES.........oooiiiii

DESLOCAMENTO QUADRATICO MEDIO ((72)!/2) DAS AuNPs
EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO DE GN CALCULADO POR
XPCS E POR REOLOGIA. INSERGAO: RAZAO

(F2)1/2 F2)1/2 EM FUNCAO DA CONCENTRAGCAO

Reologia/<r XPCS

PERFIS DE SAXS PARA AS AuNPs FUNCIONALIZADAS COM
PEO (Mn = 800 e 2000gmoll) E DAS DISPERSOES
FORMADAS COM GN 25% (M/M)...evrvreereeeererereeeeereseesees e

92

93

95

96

98

100

102



TABELA 1 -

TABELA 2 -

TABELA 3 -

TABELA 4 -

TABELA S -

TABELA G -

TABELA 7 -

TABELA 8 -

LISTA DE TABELAS

COMPOSICAO MONOSSACARIDICA E TEOR PROTEICO DAS
GOMAS DE A.senegal EA. seyal..........oeeviiiiiiiiiiii,

COMPOSICAO DE AMINOACIDOS DAS GOMAS DE A. senegal
E AL SEYAL ..o

COMPOSICAO MONOSSACARIDICA REPORTADA NA
LITERATURA PARA A GOMA DE A. MEAMSii....vovrveeerreereereereren.

COMPOSICAO MONOSSACARIDICA E TEOR PROTEICO DAS
AMOSTRAS GA, GN E GN-CR....oovtiiiiiiiiiiii e,

DADOS OBTIDOS POR SEC PARA AS AMOSTRAS GA, GN E

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS AMOSTRAS GA E GN
OBTIDOS POR VISCOSIMETRIA CAPILAR.......cocovevevececieeeannnns

RAIO DE GIRO (Rg) E EXPOENTE DA LEI DE POTENCIA (P)
DAS AMOSTRAS GA E GN (1,0 mg ml'Y) CALCULADOS PELO
AJUSTE DO MODELO UNIFICADO AS CURVAS DE SAXS.........

VALORES DO DESLOCAMENTO QUADRATICO MEDIO
((¥?)1/2) DAS AuNPs EM CONCENTRAGOES CRESCENTES
DE GN CALCULADOS PELO FATOR DE DEBYE-WALLER.........

19

21

28

54

58

63

79



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

y — taxa de cisalhamento

B — expoente do decaimento exponencial
@ - constante de Flory

A — comprimento de onda

no— viscosidade do solvente puro

n, — viscosidade relativa

Nred — Viscosidade reduzida

nsp — Viscosidade especifica

[n] — viscosidade intrinseca

(7%) — deslocamento quadratico médio

T — tempo de relaxacao

8 — angulo de espalhamento

( — potencial zeta

A — fator de ndo-ergodicidade

AG — arabinogalactana

AGP — arabinogalactana-proteina

Ara — arabinose

AuUNP — nanoparticula de ouro

b — fator de Siegert

c* — concentracao critica

cac — concentracao de agregacao critica
d — distancia entre duas particulas

D — dispersao

DLS - espalhamento de luz dinamico
dn/dc — incremento do indice de refracdo com a concentracéo
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G’ — modulo elastico
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GA — goma arabica comercial

Gal — galactose

GC-MS - cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
Glc — glucose

4-Me-Glc — 4-metil-glucose

GIcA — acido glucurdnico

GN — goma de acéacia-negra (Acacia mearnsii)
GN-CR - goma de acéacia-negra carboxi-reduzida
GP — glicoproteina

Hyp — hidroxiprolina

I(g) — Intensidade de espalhamento

ky — constante de Boltzman

Kn — constante de Huggins

m/m — relacdo entre massa e massa

Mw — massa molar ponderal média

Mn — massa molar numérica média

MET — microscopia eletronica de transmissao
pKa — logaritmo negativo da constante de acidez
pKw — logaritmo negativo da constante de dissocia¢édo da agua
P(q) — fator de forma
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R - raio das particulas
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RI — indice de refracao

RMN — ressonancia magnética nuclear

rpm — rotacdes por minuto

S(q) — fator interferéncia

SAXS — espalhamento de raios X a baixo angulo (do inglés small angle X-ray scattering)
SANS - espalhamento de néutrons a baixo angulo (do inglés small angle neutron
scattering)

Ser — serina

SEC - cromatografia de exclusdo por tamanho (do inglés size exclusion chromatography)
SPR - banda de ressonéancia plasmonica

T — temperatura

Thr — treonina

UV — ultravioleta

v/v — relacdo entre volume e volume

XPCS - Espectroscopia de fotocorrelagéo de raios X (do inglés X-ray photo correlation

spectroscopy)
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1 INTRODUCAO

As gomas de exsudatos vegetais sdo hidrocoloides ha muito tempo conhecidos,
estudados e utilizados para as mais diversas aplicacdes. A sua producao é resultado de
um processo natural de defesa da planta em condi¢cdes de estresse, que podem incluir
injaria fisica, ataque de microrganismos ou fatores ambientais como periodos de
estiagem. As gomas de exsudatos compreendem um grupo diversificado de
heteropolissacarideos com diferentes composicbes quimicas e propriedades fisico-
quimicas que possibilitam a sua utilizacdo em diversas aplica¢cfes industriais. Dentre as
gomas de exsudatos mais utilizadas industrialmente estdo as gomas arabica, tragacanta,
karaya e ghatti (VERBEKEN; DIERCKX; DEWETTINCK, 2003; WHISTLER, 1993). O
Grupo de Quimica de Carboidratos do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
da Universidade Federal do Parana tem trabalhado h& muitos anos na caracterizacao
guimica e estrutural de gomas de exsudatos vegetais de espécies nativas ou cultivadas
no Brasil, em busca de novas fontes com potencial aplicacdo industrial. Foram isoladas
e caracterizadas arabinogalactanas acidas em goma de cajueiro (MENESTRINA et al.,
1998; PEREIRA-NETTO et al., 2007), de pessegueiro (SIMAS et al., 2008; SIMAS-TOSIN
etal., 2010, 2009) e de angico branco (Anadenanthera colubrina) (DELGOBO et al., 1998,
1999), glucuronoarabinoxilanas em gomas de palmeiras (MAURER-MENESTRINA et al.,
2003; SIMAS et al., 2004, 2006) e goma exsudada na casca do abacaxi (SIMAS-TOSIN
et al., 2013) e glucuronomananas em gomas de espécies de Vochysia, nativas do cerrado
brasileiro (WAGNER et al., 2007, 2008, 2004).

A goma ardbica, como é comercialmente chamada a goma de acécia proveniente
das espécies Acacia senegal e A. seyal, € uma das mais antigas gomas utilizadas. Os
primeiros relatos da sua utilizagdo séo dos antigos egipcios ha aproximadamente quatro
mil anos, que a utilizavam em processos de mumificacdo e como espessante para
pigmentos (VERBEKEN; DIERCKX; DEWETTINCK, 2003; WHISTLER, 1993). Desde
entdo, ela vem sendo amplamente explorada e utilizada, principalmente nas industrias
alimenticia, farmacéutica, cosmética e de pigmentos devido a sua facil obtencéo, baixa

toxicidade, alta solubilidade em agua, baixa viscosidade em comparacéo a outras gomas
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e propriedades tensoativas que conferem a ela a capacidade de atuar como agente
emulsificante e estabilizante coloidal (DAVIDSON, 1980; PHILLIPS; WILLIAMS, 2000;
WHISTLER, 1993).

Além das aplicacdes industriais, pesquisas cientificas também apontam a
possibilidade de diversas outras aplicagdes para a goma arébica, como por exemplo em
sistemas adsorventes para remoc¢do de espécies metalicas em efluentes (BANERJEE;
CHEN, 2007), como estabilizante na sintese de diversos tipos de nanoparticulas (DE
BARROS et al., 2016; DEVI et al., 2011; GILS; RAY; SAHOO, 2010; KONG et al., 2014;
WILLIAMS et al., 2006), de nanotubos de carbono (BANDYOPADHYAYA et al., 2002),
de grafeno (CHABOT et al., 2013; FAN et al., 2012), em nanocompdsitos de polianilina
(AMARNATH et al., 2008; CORNELSEN et al., 2015; QUINTANILHA et al., 2014), na
obtenc&o de sistemas coacervados para encapsulacdo (BUTSTRAEN; SALAUN, 2014;
DA SILVA et al., 2015; LIU; LOW; NICKERSON, 2010), como substrato para
biocatalisador (FERREIRA et al., 2015) e em suportes ndo aderentes e nao citotoxicos
para cultivo celular (SARIKA et al., 2014), entre outros.

Em paralelo as investigacGes de novas aplicacdes para a goma ardbica, tem-se
buscado caracterizar e analisar as potenciais aplicagdes de gomas provenientes de
outras espécies. O género Acacia compreende mais de 1000 espécies espalhadas pelo
mundo e, entre as gomas de acécia ja estudadas, observam-se variagcdes quanto a
composicdo quimica, estrutural e consequentemente com propriedades distintas que
podem ser exploradas (AL-ASSAF; PHILLIPS; WILLIAMS, 2005a; ANDERSON; DEA,
1969; ISLAM et al., 1997; MARTINEZ et al, 2015; VERBEKEN; DIERCKX;
DEWETTINCK, 2003).

Apesar dos estudos de caracterizacdo estrutural e descobertas de novas
potenciais aplicacdes para as gomas de acécia em geral, muitos aspectos com relacdo
as propriedades, as relacdes estrutura-propriedade e como estas se alteram por
influéncias de parametros externos, ainda ndo estdo totalmente elucidados. Este
panorama pode ser justificado pela grande complexidade estrutural das gomas, aliado a
sua variabilidade inerente devido aos fatores naturais e variacdes entre espécies que

reconhecidamente afetam as suas propriedades.
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Com base nos aspectos citados acima, o presente trabalho justifica-se pela
necessidade de um melhor entendimento das relagdes estrutura-propriedade de gomas
de acacia para contribuir para a elucidacdo dos mecanismos de acdo destes
polissacarideos nas mais diversas aplicacbes. Em conjunto, este trabalho buscou a
caracterizacdo das propriedades de uma goma de Acacia proveniente de uma espécie
cultivada no sul do Brasil (Acacia mearnsii). Apesar dessa espécie ja ser explorada
comercialmente, a goma por ela exsudada ainda ndo tem valor agregado e, por isso,
constitui um produto a ser explorado, visando evidenciar as potencialidades de gomas

nacionais.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. GOMA DE ACACIA

A goma de acéacia (goma arabica) € um exsudato obtido do tronco e dos galhos
de arvores do género Acacia. Sua producdo comercial provém principalmente das
espécies Acacia senegal e Acacia seyal, cultivadas em larga escala em paises africanos
(DAVIDSON, 1980; WHISTLER, 1993). Suddo, Chade e Nigéria lideram a producao
comercial de goma arabica dos ultimos anos (ITC, 2016).

Em termos gerais, a goma de acécia apresenta uma estrutura quimica complexa
constituida majoritariamente por polissacarideos ramificados e de carater &cido,
conjugados com uma menor fracdo polipeptidica (PHILLIPS; WILLIAMS, 2000;
WHISTLER, 1993). A fracéo polissacaridica € composta principalmente por galactose e
arabinose, caracterizando-a como uma arabinogalactana do tipo Il (ASPINALL, 1973).
Sua cadeia principal é formada por unidades de galactopiranose B-(1—3)-ligadas,
substituidas em O-6 por cadeias altamente ramificadas contendo unidades de arabinose,
galactose, ramnose, acido glucurénico e acido-4-O-metil-glucurénico. Os dois ultimos

substituintes encontram-se localizados principalmente nas extremidades nao-redutoras
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da cadeia, sendo responsaveis pelo carater polieletrolitico da goma (ANDERSON;
STODDART, 1966; NIE et al., 2013a, 2013b; STREET; ANDERSON, 1983). Como ja
mencionado, espécies diferentes apresentam variacbes na composicdo quimica. A
Tabela 1 mostra um comparativo entre as propor¢cdes médias dos monossacarideos
encontrados nas duas espécies comercialmente exploradas (A. senegal e A. seyal).
Pode-se observar que ambas sdo compostas majoritariamente por arabinose e galactose
e que as proporc¢oes relativas dos monossacarideos constituintes diferem entre as gomas
das duas espécies. Alguns trabalhos tém mostrado que essas diferencas também se
estendem na questdo estrutural, evidenciando uma estrutura mais ramificada para a
A. senegal em comparacao a A. seyal (NIE et al., 2013a, 2013b; STREET; ANDERSON,
1983). Um modelo geral proposto para a estrutura dos polissacarideos presentes na

goma de A. senegal (GA) esta representado na Figura 1.

TABELA 1 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA E TEOR PROTEICO DAS GOMAS DE A. senegal E

A. seyal
Componente (%) A. senegal A. seyal
Galactose 35-44 37-38
Arabinose 27 -30 46 — 48
Ramnose 11-15 3-4
Acido glucurénico 14 - 17 6,5—-6,7
Acido-4-O-metil-glucurénico 1-15 55-5,8
Proteina 2-3 1

FONTE: Islam et al. (1997); Renard et al. (2006); Lopez-Torrez et al. (2015)
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FIGURA 1 - MODELO ESTRUTURAL PROPOSTO PARA A FRACAO POLISSACARIDICA DA GOMA DE

A. senegal (GA)
FONTE: Adaptado de Cornelsen et al. (2015)

As cadeias polissacaridicas nas gomas de acacia estao ligadas covalentemente

a proteina através de unidades de serina e hidroxiprolina que, em geral, sdo os
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aminoacidos mais abundantes na sua estrutura (AKIYAMA; EDA; KATO, 1984;
MAHENDRAN et al., 2008). Na Tabela 2 esta apresentada a composicédo de aminoacidos
média observada em amostras de A. senegal e A. seyal.

TABELA 2 - COMPOSICAO DE AMINOACIDOS DAS GOMAS DE A. senegal E A. seyal

Aminoacido (%) A. senegal A. seyal
Hidroxiprolina 22,9-29,1 24,0 - 30,0
Acido aspartico 48-58 6,5-6,9
Treonina 6,6-79 4,8-6,2
Serina 10,8-14,4 13,4-17,0
Acido glutamico 3,6-4,7 38-5.3
Prolina 6,4-78 73-79
Glicina 3,7-55 35-51
Alanina 23-44 3,1-38
Valina 3,3-4,6 42-44
Isoleucina 1,1-3,3 16-18
Leucina 6,8-8,0 8,4-8,5
Tirosina 11-14 1,3-2,0
Fenilalanina 3,0-4,0 23-24
Histidina 52-6,4 3,8-5,1
Lisina 25-34 1,7-18
Arginina 1,1-3,0 1,1-1,7

FONTE: Islam et al. (1997); Renard et al. (2006); Mahendran et al. (2008); Lopez-Torrez et al. (2015)

As gomas de acacia sao descritas como biopolimeros heterogéneos e
polidispersos em tamanho. Essa propriedade € decorrente da presenca de carboidratos
com diferentes massas molares e conteudos proteicos distintos. Em geral, trés fracées
principais compdem a estrutura das gomas de acacia. A fracdo majoritaria, que
representa ~88% da massa total da goma, € constituida por uma arabinogalactana (AG)
com Mw ~ 3,8 x 10° g.mol' e um baixo teor proteico (~0,3%). A segunda fracdo é
composta por um complexo arabinogalactana-proteina (AGP), que corresponde a ~10%
da massa total, com Mw ~ 1,45 x 108 g.mol! e contém um teor proteico de ~12%. A fracdo
minoritaria, ~1% da massa total da goma, € formada por glicoproteinas (GP) com Mw ~
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2,5 x 10° g.mol* e o maior teor proteico (~47%) (RANDALL; PHILLIPS; WILLIAMS, 1989;
RENARD et al., 2006).

Varios esforcos tém sido feitos nos ultimos anos buscando elucidar essa
complexa estrutura e as caracteristicas de cada uma dessas fragcdes. Sanchez et al.
(2008) demonstraram que a conformacéo da fracdo majoritaria (AG) possui um formato
elipsoide oblato com aproximadamente 20 nm de diametro e 1,5 nm de espessura,
formado internamente por uma rede com cadeias intercaladas. A fracdo GP, apds o
fracionamento, mostra-se bastante polidispersa. Renard et al. (2014) observaram que
essa fracdo é formada por particulas esferoidais que tendem a se associar e formar uma
mistura de estruturas mais alongadas e outras em forma de anel com aproximadamente
9 nm de diametro. A conformagéao estrutural da fragdo de maior Mw (AGP) foi inicialmente
descrita como um modelo chamado wattle-blossom, no qual aproximadamente 5 blocos
de cadeias polissacaridicas (Mw ~ 2 x 10° g mol!) encontram-se ligados a uma cadeia
polipeptidica comum, como representado esquematicamente na Figura 2 (FINCHER;
STONE; CLARKE, 1983). Anos mais tarde, Mahendran et al. (2008) identificaram blocos
de carboidratos menores (Mw ~ 4,5 x 10* g mol!) e estimaram o tamanho da cadeia
polipeptidica a que estéo ligados em aproximadamente 250 unidades de aminoécidos,
organizando-se na forma de um elipsoide oblato, condizente com a estrutura wattle-
blossom anteriormente proposta (FINCHER; STONE; CLARKE, 1983) e com a
conformacdo da fracdo AG observada por Sanchez et al. (2008). Além disso,
identificaram também a presenca de cadeias polipeptidicas menores, com

aproximadamente 45 unidades de aminoéacidos, que foram atribuidas a fracao AG.

Cadeias
polissacaridicas

Cadeia
polipeptidica

FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO MODELO WATTLE-BLOSSOM PROPOSTO PARA
A ESTRUTURA DA FRAQAO AGP
FONTE: Adaptado de Fincher et al. (1983)
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Em paralelo, uma nova abordagem comecou a ser discutida baseada na
tendéncia natural desses polissacarideos a associacdo. Foi proposto que a fragdo AGP
é formada pela associacao de varias unidades da fracdo AG, em que a for¢ca motriz para
essa associacao ocorrer € via interacdes hidrofobicas promovidas pela porcao proteica
presente e refor¢cada por ligagBes de hidrogénio entre as cadeias polissacaridicas, além
disso, que as cadeias de menor Mw e ricas em proteina (GP) devem ter um papel
fundamental na estabilizacdo dos agregados AGPs formados (AL-ASSAF et al., 2009;
AOKI et al., 2007). Renard et al. (2012, 2013) observaram por microscopia eletrénica de
transmissao que a fracdo AGP isolada de A. senegal é formada pela associacdo de uma
série de cadeias ramificadas formando uma estrutura porosa, corroborando essa nova
proposta. Mais recentemente, unindo a ideia da presenca de uma associacao
macromolecular entre as fracbes da goma de acéacia e considerando as evidéncias
estruturais apontadas na literatura por diversos autores nos ultimos anos, Renard et al.
(2014) propuseram um novo modelo para a estrutura da AGP com uma conformagéo

elipsoidal, mostrado na Figura 3.



Bloco 1
M, = 38880 g mol*

Bloco 2
M, = 207000 g mol”

A
e Hyp, Ser, Thr .
cadeia polipeptidica
AG 45 aminoacidos
{ (Ara), cadeia polipeptidica
" 250 aminoacidos
B
Bloco 1
6 unidades

Bloco 2
8 unidades

Interacdes covalentes e/ou ndo covalentes

elipsoide triaxial
M, ~1,88 x 10° g mol'
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FIGURA 3 - ESTRUTURA PROPOSTA PARA A FRAGCAO AGP DA GOMA DE A. senegal: (A)
SUBUNIDADES QUE COMPOE A ESTRUTURA AGP. (B) MODELO PROPOSTO PARA A

ESTRUTURA DA AGP CONSIDERANDO UMA ASSOCIACAO MACROMOLECULAR

FONTE: Adaptado de Renard et al. (2014b)
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A fragcdo AGP tem sido considerada como a principal responsavel pela atividade
interfacial e propriedade emulsificante observada nas gomas de acéacia (DICKINSON;
GALAZKA; ANDERSON, 1991; ISLAM et al., 1997; JAYME; DUNSTAN; GEE, 1999; LI
et al., 2009). Por possuir um carater anfifilico, ela é capaz de atuar em interfaces, com a
porcdo polissacaridica (hidrofilica) voltada para a solu¢cdo aquosa e a parte proteica
(hidrofobica) para a fase apolar. E observada, porém, uma grande variabilidade na
estabilidade das emulsGes formadas com diferentes amostras de gomas de acacia.
Aparentemente, ndo ha uma relacéo simples e direta entre o teor proteico e a capacidade
de interagdo com a interface e estabilizacdo (BUFFO; REINECCIUS; OEHLERT, 2001;
DICKINSON; GALAZKA; ANDERSON, 1991). Al-Assaf et al.( 2007) demonstraram que
submetendo a amostra a condi¢cfes controladas de umidade e pressao € possivel simular
0 processo de maturacdo que ocorre naturalmente no ambiente. Com a maturacgéo,
observa-se 0 aumento do teor de AGP na amostra e promove-se também uma melhora
significativa na capacidade emulsificante, sugerindo que a distribuicdo da proteina entre
as fracbes e a quantidade de AGP presente influenciam diretamente na atividade
interfacial da amostra (CASTELLANI et al., 2010). Entretanto, j4 foi demonstrado em
estudos da autora do presente trabalho e também por outros autores que essa relacéo
ndo € direta em determinadas espécies de gomas de acéacia, sugerindo que
possivelmente outros fatores também contribuem significativamente para as
propriedades interfaciais (GREIN et al., 2013; SIBAJA-HERNANDEZ et al., 2015).

O processo de adsorcdo na interface envolve, em geral, quatro etapas: difuséo
do composto até a interface, interacdo e adsorcédo, reorganizacdo conformacional e a
efetiva formacdo de um filme. Dessa forma, varias caracteristicas estruturais estdo
envolvidas nessa propriedade, desde a massa molar do complexo AGP, que vai interferir
na sua velocidade de difusdo, a quantidade e acessibilidade de grupos proteicos a
interface, até a flexibilidade da cadeia para se reorganizar e expor a por¢cao hidrofébica a
fase apolar para efetivar a adsorcdo (DICKINSON, 2011). Assim, ressalta-se a
importancia e a necessidade de uma melhor compreenséo dos aspectos estruturais das
gomas de acacia para contribuir na elucidagcdo dos mecanismos de acdo desses
compostos nas suas diversas aplicagdes, visto que a maior parte delas se fundamenta

nas propriedades interfaciais das gomas de acacia.
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2.2. Acacia mearnsii DE WILD

A Acacia mearnsii De Wild (acécia-negra) é uma espécie originéria do sudeste
da Australia (BOLAND et al., 2006) e foi introduzida no Brasil em 1928. Os primeiros
plantios comerciais foram realizados no municipio de Estrela — RS e, em seguida,
difundiu-se por varios municipios, tornando-se uma importante atividade econémica para
o estado do Rio Grande do Sul, chamada de acacicultura (SCHNEIDER; TONINI, 2003).
E a terceira espécie mais plantada no Brasil, cuja area estimada de plantio é superior a
160 mil hectares, sendo que, aproximadamente 60% das plantacées pertencem aos
pequenos proprietarios (MULLER, 2006; TONIETTO; STEIN, 1997).

E uma arvore de crescimento rapido e aproveitamento mdltiplo. Seu plantio
comercial visa a extragdo de taninos a partir da casca, utilizado na industria do couro e
farmacéutica, e aproveitamento da madeira como matéria-prima para producdo de
celulose, madeira aglomerada e energia. Além disso tem sido usada em recuperacéo de
ambientes degradados e para fixac&o de nitrogénio (GRIGOLETTI et al., 2003; MULLER,
2006; SANTOS et al., 2001; SCHNEIDER; TONINI, 2003). A goma exsudada do tronco
e dos galhos das arvores de acéacia-negra ainda ndo € explorada e aproveitada
comercialmente, sendo considerada como um residuo da acacicultura (Figura 4).

Pouco se conhece sobre a goma de A. mearnsii. Na literatura, sdo encontrados
apenas alguns trabalhos da década de 50-60 sobre a caracterizacdo estrutural de
amostras coletadas na Africa (ASPINALL; CARLYLE; YOUNG, 1968; CARLYLE, 1966;
KAPLAN; STEPHEN, 1967; STEPHEN, 1951) e mais recentemente o Grupo de Pesquisa
em Macromoléculas e Interfaces (GPMIn) do Departamento de Quimica da UFPR, ao
qual a autora da presente tese é integrante, iniciou estudos de caracteriza¢ao estrutural
e propriedades fisico-quimicas da goma de A. mearnsii coletada no Brasil (DA SILVA et
al., 2015; GREIN et al., 2013; GREIN, 2012).
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FIGURA 4 - REFLORESTAMENTO DE ACACIA NEGRA (A. mearnsii) NO BRASIL. EM DESTAQUE O
EXSUDATO GOMOSO OBTIDO DESSAS ARVORES
FONTE: Seta®

A composicdo monossacaridica da goma de A. mearnsii é similar as gomas de
acacia comerciais, com algumas varia¢des, como comumente observado para gomas de
acacia de diferentes espécies. Na Tabela 3 estd apresentado um comparativo entre a
composicdo monossacaridica para a goma de A. mearnsii coletada na india e no Brasil.
Em geral, sua estrutura é formada por unidades de galactopiranose B-(1—3)-ligadas,
substituidas em O-6 por cadeias laterais contendo unidades de arabinose, ramnose e
acido glucurénico (e seu derivado 4-O-metilado), com algumas diferencas quanto ao
padrdo de substituicdo nas ramificacdes com relacdo a goma de acacia comercial
(ASPINALL; CARLYLE; YOUNG, 1968; GREIN et al., 2013). Foi demonstrado também
pela autora da presente tese, por ressonancia magnética nuclear (RMN-3C) e andlises
de metilacdo, que as unidades de arabinose (a-L-Araf) presentes na goma de A. mearnsii,
encontram-se em ambientes quimicos mais diversos do que na goma comercial,
sugerindo que ela apresenta uma estrutura mais ramificada do que a comercial (GREIN
et al., 2013).
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TABELA 3 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA REPORTADA NA LITERATURA PARA A GOMA DE

A. mearnsii
A. mearnsii
Componente (%)
Carlyle (1966)2 Grein et al. (2013)°
Galactose 37 46
Arabinose 43 43
Ramnose 8 7
Acido glucurdnico 12 4

a coletada na india
b coletada no Brasil

A goma de A. mearnsii também apresenta propriedades interfaciais. Em
processos de formacao de emulsdo agua-6leo, observou-se a formacdo de emulsdes
mais estaveis quando realizadas utilizando a goma de acacia-negra como agente
emulsificante em comparacdo a goma comercial (DA SILVA, 2014; GREIN et al., 2013).
Outro estudo demonstrou também a sua eficacia de atuacdo em processos de
microencapsulacdo pelo método de coacervagdo complexa. Foi verificado que as
condi¢des Gtimas para a formacao de coacervados sdo diferentes para cada amostra,
mas a morfologia das capsulas obtidas se equivale as obtidas a partir da goma comercial
(DA SILVA et al., 2015).

Esses estudos evidenciam algumas das potencialidades de aplicacédo para a
goma de A. mearnsii cultivada no Brasil e ressaltam a influéncia das caracteristicas

estruturais nas propriedades observadas e, consequentemente, nas aplicacdes finais.

2.3. TECNICAS DE ESPALHAMENTO DE RAIOS X APLICADAS AO ESTUDO DE
SISTEMAS POLIMERICOS

As técnicas de espalhamento de raios X sdo muito Uteis no estudo de sistemas
poliméricos em solucdo pois permitem investigar detalhes estruturais da amostra na
escala nanométrica. O principio geral das técnicas de espalhamento fundamenta-se na

interacdo da radiagédo eletromagnética incidente com a amostra. No caso dos raios X
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essa interagcdo acontece com os elétrons do material e o espalhamento resultante é
reflexo das diferencas de densidade eletrbnica na amostra (GLATTER; KRATKY, 1982;
STRIBECK, 2007).

2.3.1. Espalhamento de raios X a baixo &ngulo — SAXS

Na técnica de SAXS um feixe de raios X colimado e monocromatico é incidido
sobre a amostra e 0 espalhamento em funcdo do angulo de espalhamento (8) € medido
por um detector bidimensional. A Figura 5 mostra uma representacdo da geometria de

um experimento de SAXS.

Feixe de raios X

amostra

detector

FIGURA 5 - REPRESENTACAO DA GEOMETRIA DE UM EXPERIMENTO DE SAXS

O espalhamento gerado em angulos baixos é elastico e é caracterizado por uma
relacdo inversa entre o tamanho da particula e o angulo de espalhamento. O médulo do
vetor de espalhamento (q) esta relacionado com o angulo de espalhamento segundo a
relagéo:

= (2

onde A é o comprimento de onda dos raios X utilizados no experimento (GLATTER,;
KRATKY, 1982; NARAYANAN, 2008).
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Para um determinado sistema monodisperso a intensidade de raios X espalhada
I(q) € resultado da multiplicacéo dos fatores de forma P(q) e estrutura (ou interferéncia)

S(q) de acordo com a equagéao:

I(q) = N P(q) S(q) (2)

onde N € o numero de particulas por unidade de volume. P(q) refere-se ao tamanho e
forma da particula e esté relacionado ao espalhamento de uma particula isolada e S(q)
esta relacionado com a interferéncia da onda espalhada pelas diversas particulas
(NARAYANAN, 2008).

Quando em regime diluido, em um sistema onde n&do ocorrem interacdes entre
as particulas, o espalhamento resultante é obtido pela soma da contribuicdo de
espalhamento das particulas individuais. Nessa situacao considera-se S(q) ~1 e podem-
se obter informacdes a respeito da forma e tamanho das particulas espalhantes.

Na regido de baixos valores de q é possivel obter o raio de giro (Rg) das particulas

de acordo com a Lei de Guinier, valida para valores de qRg < 1,5

ZR 2
1(q) = NV? Ap? exp <_q 3g ) (3)

onde V é o volume de cada particula e Ap é o contraste de densidade eletrbnica.

No limite de altos valores de g, o espalhamento fornece informacBes sobre a
interface das particulas. No caso de particulas homogéneas, com uma area superficial
total S, dispersas num meio também homogéneo, a intensidade de espalhamento segue

a Lei de Porod, representada na equacéo 4.
I(q) =2n N Ap*>Sq™* (4)

Essa lei € valida para particulas que apresentam uma superficie regular e uma

interface bem definida entre as particulas espalhadoras e o meio. No caso de particulas
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7

com superficies irregulares, como € o caso de polimeros, outras leis de poténcia
(I(q) < g ) séo observadas nessa regido, com valores de coeficiente P menores do que 4.
Particulas que apresentam um decaimento na intensidade de espalhamento com
3 < P <4 sao chamadas de fractais de superficie enquanto que estruturascom 1 <P < 3
sdao denominadas fractais de massa (NARAYANAN, 2008; STRIBECK, 2007). Uma
representacdo esquematica dos tipos de morfologia com os respectivos coeficientes de
decaimento da lei de poténcia P pode ser observada na Figura 6.

P=4 3<P<4 1<P<3

FIGURA 6 - REPRESENTAQAO ESQUEMATICA DOS TIPOS DE INTERFACE CORRESPONDENTES A
CADA FAIXA DE EXPONENTE DE DECAIMENTO P OBSERVADO POR SAXS
FONTE: Baseado em Stribeck (2007)

A medida que se aumenta a concentracio do sistema e as particulas comegam
a se correlacionar entre si, o fator S(q) passa a contribuir significativamente para a
intensidade de espalhamento resultante. Esse fator de interferéncia é uma funcao
complexa e se relaciona com a disposicao e organizacdo das particulas em relacdo as
outras. Em geral, quando ha um padrdo de organizacdo na amostra, o fator S(q) se
desenvolve como um pico e através da posicdo do seu ponto maximo (gmax) pode-se
determinar a distancia (d) entre duas particulas espalhadoras através da lei de Bragg

(d = 27/qmsr) (NARAYANAN, 2008).
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2.3.2. Espectroscopia de fotocorrelagéo de raios X - XPCS

A técnica de Espectroscopia de fotocorrelacdo de raios X (do inglés X-ray photon
correlation spectroscopy) € relativamente recente, os primeiros trabalhos envolvendo
XPCS séo datados da década de 1990, quando houve a evolugéo para os sincrotrons de
terceira geracdo (GRUBEL; MADSEN; ROBERT, 2008). As primeiras linhas de luz
dedicadas a técnica foram construidas no European Synchrotron Radiation Facility
(ESRF - Grenoble, Franca) e no Advanced Photon Source (APS — Lemont, Estados
Unidos), sendo, em seguida, implementada em outras fontes de luz. No Brasil a técnica
de XPCS estara disponivel em breve com a construcdo do novo sincrotron Sirius, com
previsdo de inauguracao para o ano de 2018 (CNPEM, 2014).

XPCS é uma técnica analoga ao espalhamento de luz dindmico (DLS) (BERNE;
PECORA, 1976), ambas analisam a flutuacdo na intensidade de luz espalhada pela
amostra em funcéo do tempo para o estudo de processos dinamicos. Entretanto, devido
ao comprimento de onda do feixe de raios X ser muito menor do que o da luz visivel, pela
técnica de XPCS é possivel investigar processos dindmicos em uma escala de tamanho
menor, até poucos nandbmetros, além de possibilitar a anélise de materiais opacos
(SHPYRKO, 2014).

A analise é feita incidindo-se um feixe de raios X coerente sobre a amostra e o
padrdo de espalhamento caracteristico € monitorado por um detector bidimensional de
alta resolucdo em funcdo do tempo. Quando um feixe coerente € incidido sobre um
material, o padrdo de espalhamento apresenta um aspecto “salpicado” (speckles) e
reflete a exata distribuicdo espacial das particulas espalhantes na amostra. Se a
organizacdo espacial dessas particulas se altera com o tempo, o padrdo de
espalhamento correspondente também é alterado, fornecendo informacgfes sobre os
aspectos dinamicos do material (GRUBEL; MADSEN; ROBERT, 2008; VAN DER VEEN;
PFEIFFER, 2004). A Figura 7 mostra uma representacao tipica de um experimento de
XPCS.
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FIGURA 7 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE UM EXPERIMENTO DE XPCS
FONTE: Shpyrko (2014)

Em seguida é calculada a funcdo de autocorrelacdo de intensidade (gz(q,t)),
medida em funcéo do tempo (t) e em funcdo do modulo do vetor de espalhamento (q)

para cada pixel do detector de acordo com a relagéo:

_ @)@ t+1D)
1@

g2(q,t) 5)

onde I(qg,t) e I(g, t + T) s&o as intensidades em um determinado pixel medidas em um
tempo t e t+ 1, respectivamente, e os colchetes indicam uma média no tempo e sobre os
pixels referentes ao mesmo maodulo do vetor de espalhamento g. O intervalo T € definido
pela taxa de atualizagdo do detector (GRUBEL; MADSEN; ROBERT, 2008; LEHENY,
2012).

A funcédo de auto correlacdo de intensidade (g2(q,t)) esta relacionada com a

funcéo de correlacdo do campo elétrico (gi(q,t)) através da relacdo de Siegert:

92(q,t) =1+ blg; (g, )| (6)

onde b é chamado de fator de Siegert e representa um parametro instrumental referente

ao contraste optico. O decaimento da funcdo de correlacdo gi(q,t) fornece informacdes
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relacionadas ao movimento das particulas em solucao e tipicamente exibe uma fungéo
exponencial com um tempo de relaxacdo caracteristico (t). Assim, a funcdo de
autocorrelacdo de intensidade (gz(q,t)) obtida no experimento pode ser ajustada de

acordo com a relacao:

92(q,t) = 1+ b[Aexp(—(t/D)F)]" (7)

onde 3 é o expoente que define o formato do decaimento exponencial, sendo que =1
indica um decaimento exponencial simples, B < 1 indica um decaimento alongadoe § > 1
um decaimento achatado e A € uma medida da ergodicidade do sistema, ou seja, um
valor de A =1 indica que o processo de relaxacdo € representativo do todo e valores de
A < 1 indicam o nivel de ndo-ergodicidade do sistema, reflexo de um decaimento parcial
de g2(q,t). Cada um desses parametros traz informacdes a respeito do comportamento
dindmico da amostra na escala correspondente a faixa de q analisada (LEHENY, 2012;
SHPYRKO, 2014).

Nos ultimos anos a técnica de XPCS tem recebido atencdo especial para o
estudo de fluidos complexos como sistemas coloidais, géis e materiais poliméricos em
geral. Esses materiais normalmente apresentam uma estrutura interna complexa que se
organiza de uma maneira hierarquica com heterogeneidades em diferentes escalas. A
capacidade da técnica em acessar a dinamica estrutural na escala nanométrica trouxe a
possibilidade de se investigar e obter informacdes a respeito dos processos de relaxacao
da microestrutura desses materiais para correlacionar com as suas propriedades e
caracteristicas macroscoépicas (LEHENY et al., 2015; LEHENY, 2012).

No caso de materiais poliméricos, a técnica de XPCS tem sido empregada para
a investigacédo da dinamica de processos de gelificacdo e envelhecimento (CZAKKEL;
MADSEN, 2011; DUDUKOVIC; ZUKOSKI, 2014; RUTA et al.,, 2014), em polimeros
fundidos em temperatura préxima a regido de transicao vitrea (GUO et al., 2009), em
processos de transicdo ordem-desordem (PATEL et al.,, 2006) e para analisar as
caracteristicas viscoelasticas locais do material através do movimento de nanoparticulas

por entre o entrelacamento formado pelas cadeias poliméricas (GUO et al.,, 2012;
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PAPAGIANNOPOULOS et al., 2005). Esses sao apenas alguns exemplos ja investigados
por XPCS, mas que demonstram grandes potencialidades de aplicacdo para a técnica.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral caracterizar as propriedades fisico-
quimicas da goma de Acacia mearnsii cultivada no Brasil em compara¢cdo com uma goma
de acéacia comercial e correlaciona-las com as suas respectivas caracteristicas

estruturais.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair os polissacarideos da goma de A. mearnsii coletada no Brasil.

e Promover a reducéo dos acidos urdnicos presentes em uma fracdo da goma de
A. mearnsii através do procedimento de carboxi-reducao para avaliar a influéncia
desses grupos nas propriedades da goma.

e Caracterizar a estrutura das gomas de acacia quanto a composicao
monossacaridica, teor proteico e massa molar ponderal média.

e Avaliar as propriedades fisico-quimicas das gomas de acacia em regime diluido
através das técnicas de viscosimetria capilar, potencial zeta, espectroscopia de
fluorescéncia, titulacdo potenciométrica e espalhamento de raios X a baixo
angulo (SAXS).

e Avaliar a organizacao estrutural das gomas de acacia em regime semidiluido pela
técnica de SAXS e as propriedades dinamicas na escala nanométrica pela
técnica de espectroscopia de fotocorrelacéo de raios X (XPCS).

e Avaliar as propriedades reolégicas da goma de A. mearnsii nas mesmas
condicdes analisadas pela técnica de XPCS para correlacionar as caracteristicas

macroscopicas com as observadas em uma escala nanométrica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. GOMA ARABICA COMERCIAL

A goma arabica comercial (GA) utilizada no trabalho foi obtida da empresa
Sigma-Aldrich (G9752), sendo descrita como proveniente das espécies Acacia seyal ou
Acacia senegal ou uma mistura destas. Antes de ser utilizada a GA foi dialisada

(membrana 12-14 kDa) contra agua Milli-Q por 24 horas e liofilizada.

4.2. GOMA DE ACACIA NEGRA

A goma de acéacia-negra (GN) (Acacia mearnsii De Wild) foi fornecida pela
empresa SETA® (www.setaonline.com.br), especializada em produtos a base de tanino
e cavacos de madeira localizada em Estancia Velha — RS. Os polissacarideos foram
obtidos por meio de extracao aquosa a temperatura ambiente (T~20°C), cuja metodologia
foi previamente definida no trabalho de mestrado da autora e esta resumido no
fluxograma da Figura 8 (GREIN et al., 2013).

Aproximadamente 50 g da goma de acécia negra foram solubilizadas em 1,5 L de
agua destilada a temperatura ambiente (~20 °C), sob agitacdo por 12 horas. Apos
filtracdo em tecido sintético a dispersao foi centrifugada (7000 rpm / 20 °C / 15 min) e 0
residuo insolavel foi novamente submetido ao procedimento descrito acima. Os extratos
foram reunidos e submetidos a dialise (membrana 12-14 kDa) contra agua corrente por
12 horas e contra agua Milli-Q (2x, 12 horas) em sistema fechado e em seguida liofilizado,
resultando na amostra denominada GN com 25% (m/m) de rendimento em relagéo a

massa inicial de goma bruta.
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Goma bruta de
A. mearnsii

v

Extracdo aquosa (2x)
(sob agitacdo, T ambiente)

Centrifugacao
(7000 rpm, 15 minutos, T = 20°C)

v
[ Extrato aguoso ]
! y
Didlise [ Armazenado ]
(membrana de 12-14 kDa)

L- f.I. ~ » GN
10TIlIZzagao 25% m/m

FIGURA 8 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DO PROCEDIMENTO DE EXTRACAO DA GOMA DE
A. mearnsii

4.3. GOMA DE ACACIA-NEGRA CARBOXI-REDUZIDA

O procedimento de carboxi-reducao foi realizado com o objetivo de converter as
unidades monossacaridicas acidas presentes na estrutura da GN nos seus

monossacarideos neutros correspondentes, conforme representado no esquema da
Figura 9.
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Goma de acacia

Goma de acacia iario O-acili S . )
Intermediario O-acilisouréia carboxi-reduzida

FIGURA 9 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA REACAO DE CARBOXI-REDUCAO PARA A GOMA
DE ACACIA ATRAVES DA FORMACAO DE UM INTERMEDIARIO O-ACILISOUREIA

A metodologia utilizada foi descrita por Taylor e Conrad (1972). Neste
procedimento, a GN (3,000 g) foi solubilizada em 75 mL de tampdo MES
(&cido 2- morfolino etanosulfénico) 0,2 mol Lt (pH 4,75) sob agitagéo por 12 horas. Em
seguida, adicionou-se, em pequenas aliquotas e sob agitacdo, 7,305 g de carbodiimida
(N- ciclohexil- N’- (2- morfolinoetil)carbodiimida meto-p-toluenosulfonato). Ap6s manter
sob agitacdo mecanica durante 1 hora, o pH foi ajustado para 7,0 com a adicdo de tampéao
N-tris(hidroximetillaminometano / acido cloridrico (TRIS / HCI, 2 mols L, pH 7,0) (107
mL). Em seguida, adicionou-se boroidreto de sédio (NaBH4) de modo a perfazer uma
concentragéo de 2 mol L'* e mantendo-se o pH 7,0 com adi¢édo de HCI 50 % (v/v). Deixou-
se a amostra reduzindo por 12 horas a temperatura ambiente e em seguida foi realizada
uma didlise exaustiva contra agua Milli-Q (membrana 12-14 kDa) seguida de liofilizacéo,
obtendo-se 2,568 g (rendimento de 85,6% m/m) do polissacarideo carboxi-reduzido.
Como apo6s este primeiro ciclo de carboxi-reducdo o polissacarideo residual ainda
apresentava 5,5% de acidos urénicos, o procedimento de carboxi-reducéo foi realizado
novamente, resultando no polissacarideo carboxi-reduzido, denominado GN-CR (1,81 g
— rendimento massico de 60,3 % com relacdo a massa inicial).

Na Figura 10 esta apresentado um mecanismo proposto para a reacdo seguindo
as condicbes reacionais acima descritas, ja estabelecidas na literatura. Inicialmente,

ocorre a ativagdo dos grupos acidos presentes na goma de acéacia através do ataque
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nucleofilico do &nion carboxilato ao carbono eletrofilico da carbodiimida, formando um
intermediario reativo O-acilisouréia. Na segunda etapa, ocorre a reducdo, pela acdo do
boroidreto de sodio, através do atague nucleofilico de um ion hidreto ao carbono da
carbonila, seguido da eliminacdo do produto derivado da carbodiimida, o qual € um bom
grupo de saida. Na sequéncia, o grupo aldeido formado € reduzido novamente, pela agéo
do boroidreto de sodio, ao seu alcool correspondente (NAKAJIMA; IKADA, 1995;
SOLOMONS; FRYHLE, 2006; TAYLOR; CONRAD, 1972).

0\ 0-/_\\ C”) _ 0 pPH=7,0
o W\ pH =475 o o A —_—

e N NaBH
HO N_—\__ N NN 4
N P HO 0 HyC
oH AN
H,C HO
OH

OH g Hego_ HO H,C -/
[H OH
H
r‘
HYOH
QM - OH
\/_\ oH=70 0 H
HO o] H - H - HO o]
HO H—g- > Ho 0 pH=70

FIGURA10- MECANISMO PROPOSTO PARA A REACAO DE CARBOXI-REDUCAO DA GOMA DE
ACACIA NAS CONDICOES REALIZADAS
FONTE: Baseado em Hoare; Koshland (1967); Solomons, Fryhle, (2006); Taylor, Conrad,
(1972).
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4.4. CARACTERIZACOES QUIMICAS

4.4.1. Analise da composi¢cdo monossacaridica

Para a andlise da composicdo monossacaridica, 2 mg de amostra foram
submetidos a hidrélise com &cido trifluoroacético (TFA) 1 mol L'* durante 8 horas, a
100 °C. Apoés a hidrdlise o acido foi evaporado e o material resultante foi solubilizado em
pequeno volume de hidroxido de amdnio (NH4sOH) 0,5 mol Lt, permanecendo em
repouso por 10 minutos (SASSAKI et al., 2008). Posteriormente, a amostra foi submetida
a reducdo com boroidreto de sodio (NaBH4) por 12 horas, a temperatura ambiente
(WOLFROM; THOMPSON, 1963a). Adicionou-se acido acético concentrado (CHzCOOH)
até atingir o pH ~5, em seguida o material foi seco com jato de ar, lavado exaustivamente
com metanol e seco novamente. Os derivados alditéis obtidos foram acetilados com uma
mistura de anidrido acético:piridina (1:1, v/v) (WOLFROM; THOMPSON, 1963b) por 1
hora a 100 °C. Logo apés, colocou-se em banho de gelo e adicionou-se 1 mL de agua
para interromper a reacdo. Os acetatos de alditéis assim obtidos foram extraidos com
cloroférmio e a fase cloroférmica foi lavada sucessivas vezes com uma solugao aquosa
de sulfato de cobre (CuSOa4) a 5% (m/v), para a remocéo da piridina residual, finalizando-
se com uma lavagem com agua para a remocéo do CuSOs residual. Adicionou-se sulfato
de sodio anidro (NazSOa4) para a total remocédo de a4gua da fase cloroférmica, sendo
posteriormente filtrada. Os acetatos de alditois foram analisados em um cromatografo em
fase gasosa Varian, modelo 3800, acoplado a um espectrometro de massa Saturn 2000R
(GC-MS), utilizando coluna DB-225. A temperatura durante a inje¢cdo da amostra foi de
50 °C sendo programada para aumentar 40 °C.min! até atingir a temperatura constante
de 220°C, tendo hélio como gas de arraste. Essas analises foram realizadas no
Departamento de Bioquimica — UFPR.

A dosagem de acidos urénicos foi realizada por método colorimétrico segundo a
metodologia descrita por Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). Em 400 pL da amostra (GA e
GN 0,25 mg mL* e GN-CR 1,0 mg mL™?) foram adicionados 40 yL de uma solugdo de
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acido sulfamico-sulfamato de potassio 4 mols L (pH 1,6) e 2,4 mL de uma solucédo de
tetraborato de sédio em acido sulfarico a 75 mmol L~ 1. A mistura foi aquecida em banho
de agua fervente por 20 minutos e em seguida resfriada em banho de gelo por 10
minutos. Posteriormente, foram adicionados 80 yL de m-hidroxibifenil (0,15% m/v em
NaOH 0,5% m/v) e as leituras da absorbéancia em A = 525 nm foram feitas em um
espectrofotometro UV-Vis da marca Agilent, modelo 8453. A sensibilidade do método é
de 0,97 a 38,8 ug de acido urdnico. A curva padrao foi construida utilizando-se padrao

de acido glucurdnico (Sigma-Aldrich).

4.4.2. Dosagem do teor proteico

A dosagem de proteinas foi realizada por método colorimétrico de acordo com a
metodologia de Hartree (1972). Em 1 mL de amostra (1,0 mg mL™?) foram adicionados
0,9 mL do reagente A (solucao de 2,0 g de tartarato duplo de sédio e potassio e 100 g de
Na2COs dissolvido em 500 mL de NaOH 1 mol L e completando-se o volume para 1,0 L
com &gua destilada). A solucao foi mantida a 50 °C por 10 minutos, sendo em seguida
resfriada a temperatura ambiente. Adicionou-se 0,1 mL do reagente B (2,0 g de tartarato
duplo de sodio e potassio e 1,0 g de CuS0O4.5H20 dissolvidos em 90 mL de agua
destilada, sobre os quais adicionou-se 10 mL de NaOH 1 mol L'') e manteve-se por 10
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 3 mL do reagente C (1 mL
de reagente de Folin Ciocalteau 2 N, diluido em 15 mL de agua destilada) e foi mantida
a 50 °C por 10 minutos, sendo em seguida resfriada a temperatura ambiente. As leituras
foram feitas em A = 650 nm em um espectrofotémetro UV-Vis da marca Agilent, modelo
8453.

A sensibilidade do método € de 10 — 100 pg de proteina. A curva padrao foi

construida utilizando albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich).
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4.5. CARACTERIZACOES FiSICO-QUIMICAS

4.5.1. Cromatografia de exclusao por tamanho (SEC)

A determinacao da massa molar ponderal média (Mw) e dispersdo (D = Mw/Mn) das
amostras foi realizada por cromatografia de excluséo por tamanho (do inglés SEC) em
um equipamento da marca Viscotek, modelo 270 Triple Detector (detectores de indice de
refracdo, viscosidade e espalhamento de luz), acoplado a um detector de UV e equipado
com uma coluna Shodex OHPak SB-806M HQ (numero de pratos tedricos = 12000, limite
de exclusdo: 20000 g mol?).

As solucdes dos padrdes e das amostras GA, GN e GN-CR a uma concentracao
de 2 mg mL?! foram preparadas em solucdo de nitrato de sédio (NaNOsz) 0,1 mol L?,
contendo 200 ppm de azida de sodio (NaNs). As amostras foram filtradas em membranas
de éster de celulose (MILLIPORE) de porosidade 0,22 ym imediatamente antes da
analise. Empregou-se um volume de injecdo de 100 uL (loop), tendo como fase mével
NaNOsz 0,1mol L2, contendo 200 ppm de NaNs, mantido a um fluxo de 0,4 mL mint a
uma temperatura de 40 °C. As andlises foram realizadas no Laboratoério de Biotecnologia
e Materiais Baseados em Polissacarideos (BioPol) do Departamento de Quimica da
UFPR.

Os resultados foram analisados com o programa OmniSEC (Viscotek). Os valores
de massa molar foram determinados a partir do detector de espalhamento de luz a 90°
(RALS) baseado na equacéo de Rayleigh-Debye-Gans:

Ke + 24

_— —_— C

Ry M, +P(6) 2

onde Re € a razdo de Rayleigh em um determinado angulo, ¢ é a concentragdo, Mw é a
massa molar ponderal média, A2 é o segundo coeficiente de expanséo virial, P(8) é o

fator de forma e K € a constante optica determinada de acordo com a equacao:
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K = 2m%ny?(dn/dc)?
B 14N,

onde no é o indice de refracdo do solvente, dn/dc é o incremento do indice de refracédo
com a concentracdo da amostra, Na € o numero de Avogadro e A o comprimento de onda
do feixe de luz incidente (HIEMENZ, 1984; SUN, 2004).

A calibracdo foi realizada com padrdo cromatografico de PEO, poli(6xido de
etileno) (Mw=51,5x103gmol) e conferido com um padrdo de dextrana
(Mw = 70,7 x 10%g.mol?), cujos parametros calculados foram Mw= 79,9 x 103g.mol*,
D = 1,4 e recuperacao de 90,0%. Os valores de incremento do indice de refracdo com a
concentracdo (dn/dc) das amostras GA e GN previamente determinados foram de 0,154
e 0,141 mL g, respectivamente. Para a amostra GN-CR foi considerado o mesmo valor
de dn/dc da amostra GN.

O cromatograma obtido para a amostra GN e GN-CR apresentaram picos
sobrepostos e foram deconvoluidos com o programa Fityk utilizando o método Nelder-
Mead simplex e modelo gaussiano (WOJDYR, 2010). Em seguida, os valores de Mw e D
para cada pico foram calculados com o auxilio do programa Excel, calibrando-se pelo
detector de RALS com o mesmo padrdo de PEO e conferido com o padrdo de dextrana

de acordo com o procedimento descrito por Da Silva (2014).

4.5.2. Potencial zeta

O potencial zeta (¢) das amostras de GA e GN (10 mg mL™) foi determinado em
solugdes aquosas com concentracdes crescentes de NaCl (0,0 - 2,5 mols L?) e da
amostra GN-CR (10 mg mL"1) somente em agua. As medidas foram feitas em triplicata,
a 25 °C em um equipamento Malvern Zetasizer - Nano ZS90 no Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS — Campinas — SP).
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4.5.3. Viscosimetria capilar

A viscosimetria capilar € uma técnica muito utilizada na caracterizacdo de
polimeros em geral, pois sua anélise em regime diluido pode fornecer informacdes a
respeito da estrutura da macromolécula, conformacgdo e interagdes polimero-solvente
(YOUNG; LOVELL, 1991).

As medidas de viscosidade foram realizadas em um viscosimetro Cannon-Fenske
(n° 75) em banho termostatizado a 25,0 °C + 0,3. Os valores de tempo de escoamento
foram considerados como uma média de 3 medidas apresentando desvio inferior a 0,1%.
As amostras GA e GN foram solubilizadas em solugédo de NaCl 1,0 mol L, visando
minimizar as interacdes eletrostaticas. A amostra GN-CR foi solubilizada em agua Milli- Q
(18,2 MQ.cm). A faixa de concentracéo utilizada foi de 1,0 a 30,0 mg ml=.

As viscosidades das solucdes poliméricas foram determinadas em relacdo a
viscosidade do solvente puro (no), através da razdo entre os respectivos tempos de
escoamento, mantendo-se o volume do liquido constante. A viscosidade relativa (nr) é

definida como:

n_ tp
Mo  toPo

(8)

Por se tratar de solugdes diluidas a densidade das solugdes (p) foram
consideradas iguais a do solvente puro (po). Em seguida, a partir da nr determinou-se a

viscosidade especifica (nsp), descontando-se o efeito do solvente através da equacao:

t_ to
to

Nsp = Nr — 1= (9)

A razdo entre viscosidade especifica e concentracdo (n,,/c) € chamada de

viscosidade reduzida (nred) € 0 seu limite extrapolado a concentracao zero € denominada
viscosidade intrinseca ([n]). A [n] € uma medida da resisténcia ao fluxo de uma unica

molécula e pode ser determinada pela equacao de Huggins (HUGGINS, 1942):
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Nred = [77] + Ky [7]]2 c (10)

onde Kn é o coeficiente de Huggins, relacionado com a estrutura do polimero e a
sua interacdo com o solvente e ¢ é a concentracdo de polimero. A [n] foi determinada
pelo coeficiente linear da relagéo da nred em fungdo da concentragéo e esta relacionada
com o volume hidrodindmico da macromolécula em solucdo, sendo expressa em unidade
de volume por unidade de massa (MAYS; HADJICHRISTIDIS, 1991).

A partir da [n] pode-se estimar a concentragcdo critica (c*) da solucao,
concentracdo a partir da qual ultrapassa-se o regime diluido e as cadeias de polimero
passam a interagir entre si (TERAOKA, 2002):

=) (a1

Utilizando-se a equacdo de Flory-Fox (FLORY; FOX, 1951), que relaciona a
viscosidade intrinseca com a massa molar (M) do polimero estimou-se o raio de giro (Rg)
da cadeia polimérica nas condicfes analisadas:

3/2 3
[n] = % (12)

onde ® é a constante de Flory igual a ~2,1 x 10 mol%, para [n] obtida em
unidades ml g~ (KENNEDY; KNILL, 1994). A massa molar utilizada para o calculo foi a
obtida através de cromatografia de exclusédo por tamanho (Mw). Vale ressaltar que o valor
de Rq obtido é uma aproximacdao a titulo de comparacéo entre as duas amostras (GA e
GN), visto que a equacao considera que a viscosidade seja obtida em condicdes teta e a
constante de Flory é valida para cadeias poliméricas lineares e flexiveis, que nédo é o

caso da goma de acacia.



47

4.5.4. Espectroscopia de Fluorescéncia

Para as analises de fluorescéncia foram preparados 3 mL de cada solucédo de GA
e GN (10 mg mL1) em concentracdes crescentes de NaCl (0,0 — 2,5 mols L'!). Em cada
solucdo foram adicionados 5 pL de uma solugdo etandlica da sonda pireno
(8,0 x 104 mols L), com um intervalo de 5 horas até o inicio da andlise.

A espectroscopia de fluorescéncia usando sondas com elevada eficiéncia de
emissao € uma estratégia que tem sido muito utilizada no estudo de processos de
agregacao/formacédo de micelas em surfactantes e sistemas poliméricos (CHAUDHURI;
HALDAR; CHATTOPADHYAY, 2009; JO et al., 2010; LIU et al., 2013; VIEIRA et al.,
2003).

O pireno € um exemplo de uma sonda bastante utilizada pois, por ser uma
molécula poliaromética apolar, tende a interagir rapidamente com as regifes mais
hidrofébicas do meio. Ele apresenta um espectro de emissdo de fluorescéncia
caracteristico com uma dependéncia linear entre as intensidades das bandas de emisséao
I (A =373 nm) e lll (A =383 nm) com a micropolaridade do meio em que se encontra
(KALYANASUNDARAM; THOMAS, 1977; NAKAJIMA, 1971). Assim, no caso de um
sistema polimérico em solu¢do aquosa, uma diminuicdo da razao entre as bandas l/llI
indica uma interacdo do pireno com um ambiente mais apolar, monitorando processos
de agregacao.

Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente (~22°C) em um
espectrofluorimetro HITACHI F-4500, em modo de emissdo, com comprimento de onda
de excitacdo de 343 nm, abertura de fendas de 2,5 mm e varredura de 360 a 500 nm
(AMIJI, 1995). As andlises foram realizadas no Laboratério Multiusuarios do

Departamento de Quimica — UFPR.



48

4.5.5. Titulagdo potenciométrica

Foram realizadas medidas de titulacdo potenciométrica a fim de determinar as
constantes de dissociacédo (pKas) das gomas de acéacia e a variacdo destas em funcao
do aumento da forga ibnica do meio.

As amostras de GA e GN foram preparadas em agua Milli-Q e em solucbes de
NaCl em diferentes concentragées (0,1 e 1,0 mol L1). As solugées foram tituladas em
uma cela de 150 mL termostatizada a 25 °C com pequenas adi¢cdes de uma solugao
padrédo de KOH, livre de CO2 (0,1008 mol L1). Todas as precaucdes para eliminagédo
carbonato e CO2 durante a titulacdo foram feitas. A mudanca de pH, variando de 2,0 a
8,0, foi acompanhada com um pHmetro digital PHTEK — PHS-3B combinado a um
eletrodo de vidro.

Os célculos das constantes de dissociagdo foram feitos com o programa BEST?7,
usando o valor de pKw = -13,78 (MARTELL; HANCOCK, 1996). Os experimentos foram
realizados pelo aluno de iniciacdo cientifica José Guilnerme Lopes Ferreira, sob

orientacdo da Prof.2 Dr.2Elisa Souza Orth.

4.5.6. Analise estrutural por espalhamento de raios X a baixo angulo - SAXS

A técnica de SAXS foi empregada para a caracterizacdo estrutural das amostras
GA, GN e GN-CR nos regimes diluido e concentrado e também para a caracterizacao
das nanoparticulas de ouro (AuNPSs) sintetizadas (Capitulo 4.5.7).

As analises das gomas de acacia nas concentracdes de 0,1 a 10,0 % (m/m) foram
realizadas na linha D1B-SAXS1 do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron — LNLS
(Campinas - SP). As medidas foram feitas a 25 °C em duas configuragdes experimentais,
com distancias amostra-detector de 942,7 e 3100,0 mm, calibradas com behenato de
prata. Estas configuracbes correspondem a faixa de moddulo dos vetores de

espalhamento (g) de 0,04 a 4,0 nm. O comprimento de onda do feixe de raio X utilizado
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foi 1,55 A.

As andlises das gomas de acacia nas concentra¢gfes acima de 10,0% (m/m) e das
AuNPs (0,03% v/v) foram realizadas no setor 12-ID-C do Advanced Photon Source — APS
(Lemont — IL — EUA), operando com uma energia de 12 keV. As amostras foram
introduzidas em capilares de vidro borosilicato com 2,0 mm de didmetro e analisadas a
25°C, em uma faixa de q de 0,05 a 5,0 nm™.

Os perfis de espalhamento das amostras foram subtraidos do espalhamento do
solvente puro e a I(q) foi calibrada para a escala absoluta utilizando-se agua purificada
para as andlises realizadas no LNLS (DREISS; JACK; PARKER, 2006) e carbono vitreo
como padrdo secundario para as analises realizadas no APS (ZHANG et al., 2010). A
modelagem as curvas experimentais (I(q) vs. q) de acordo com os modelos tedricos foi
realizada utilizando o programa Irena implementado no programa Igor Pro (WaveMetrics)
(ILAVSKY; JEMIAN, 2009).

4.5.7. Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de ouro

Nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram sintetizadas para serem usadas como
sonda nas andlises de XPCS. Esta etapa do trabalho foi realizada durante o estagio de
doutorado sanduiche realizado no Setor 8-ID- do Advanced Photon Source — APS,
localizado no Argonne National Laboratory em Lemont — EUA, no periodo de
Outubro/2014 a Setembro/2015, sob orienta¢éo do Dr. Alec Sandy.

A sintese foi realizada com base no trabalho publicado por De Barros et al. (2016),
utilizando a goma de acécia (GA) como agente estabilizante para prevenir a agregacao.
Inicialmente, preparou-se 25 mL de uma solucdo de GA a 2,0 mg mL*?, deixando-a
hidratar por 12 horas (T = 4°C). Em seguida, adicionou-se a essa solucao, sob agitacao,
1,75 mL de uma solucéo de acido tetraclorodurico (HAUCIs) 25 mmol L'* a 25°C. Apés
alguns minutos, adicionou-se periodicamente 18 mL do agente redutor, uma solucao de
boroidreto de sédio (NaBH4) 6 mmol L, a uma taxa de 0,5 mL por minuto. A sintese foi
monitorada por espectroscopia UV-Vis (Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 35),
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através do aparecimento da banda de ressonancia plasménica (A ~520 — 540 nm),
caracteristica de nanoparticulas de ouro. Apds a sintese, as AuNPs obtidas foram
concentradas por dialise em sistema fechado (membrana 3 kDa) contra uma solucéo de
poli(6xido de etileno) (PEO) concentrada (Mw = 1.000.000 g mol?, ¢ = 7,5% m/m) por 4
dias, resultando em uma solucao coloidal com 0,03% (v/v). N&o se observou alteracao
significativa no perfil do espectro UV-Vis das AuNPs ap6s serem concentradas.

O tamanho e a forma das AuNPs sintetizadas foram caracterizados por
microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Aproximadamente 10uL da solugao
coloidal de AuNPs (diluida 1:1000) foram depositados em grades de cobre recobertos
com filme fino de carbono (200 mesh) e secas a temperatura ambiente. As imagens foram
obtidas em um microscépio Philips/FEI CM 30 no Center for Nanoscale Materials
(Argonne National Laboratory — Lemont, EUA). A dimensédo das AuNPs foi calculada no
programa ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012) como uma média da
observacédo de 200 objetos.

O raio hidrodindmico (Rn) e a carga superficial das AuNPs foram determinados
por analises de espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial zeta (), respectivamente
em um equipamento Malvern Zetasizer Nano, que opera com um laser He-Ne (4 mV)
com A =633 nm. As andlises foram realizadas utilizando 3 mL da solu¢do coloidal de
AuNPs (diluida 1:100), a uma temperatura de 25°C. Os resultados representam a média
de 3 medidas independentes. As analises foram realizadas no Center for Nanoscale
Materials (Argonne National Laboratory — Lemont, EUA).

4.5.8. Analises dindmicas por espectroscopia de fotocorrelagédo de raios X - XPCS

As andlises de XPCS foram realizadas no Setor 8-ID-1 do Advanced Photon
Source — APS (Lemont, EUA), sob a supervisdo do Dr. Alec Sandy e colaboracao do Dr.
Robert Leheny. O preparo das amostras foi realizado solubilizando em agua os
polissacarideos GA (10, 20, 25, 30 e 40% m/m) e GN (15, 20, 25 e 30% m/m) na presenca
das AuNPs sintetizadas e deixando-os hidratar por 12 horas (T = 4°C) visando garantir
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uma maior homogeneidade das dispersdes. As amostras foram introduzidas em capilares
de vidro borosilicato com 0,7 mm de diametro e seladas, aguardando-se um tempo
minimo de 20 horas entre o preparo do capilar e a analise de XPCS. Esse tempo foi
aguardado para permitir a recuperacao da estrutura da amostra apdés o cisalhamento
causado no momento em que a amostra € inserida no capilar. Em seguida, os capilares
sao fixados em um porta-amostra, conforme apresentado na Figura 11 e colocadas no
interior da camara a vacuo na linha de luz, mantida a uma temperatura de 25°C.

O experimento foi realizado incidindo-se um feixe de raio X parcialmente coerente
(20 um x 40 um) de 7,3 KeV de energia na amostra e o espalhamento caracteristico
(salpicos, do inglés speckles) foi capturado por um detector CCD (dispositivo de carga
acoplada) 2D (~1000 pixels?) na regido de q entre 0,02 a 0,17 nm™*. Os resultados foram
considerados como uma média de 10 medidas independentes alterando-se a regido da
amostra, cada uma obtida por 10000 exposicdes sucessivas de 10 milissegundos. As
funcbes de autocorrelacdo de intensidade (gz(q,t)) obtidas foram ajustadas com o
programa XPCSGUI (desenvolvido no APS) implementado no programa MATLAB (THE
MATHWORKS, 2012).

FIGURA 11- PORTA-AMOSTRAS UTILIZADO NAS ANALISES DE XPCS. A FLECHA APONTA PARA
O ORIFICIO EM QUE O FEIXE DE RAIOS X E INCIDIDO SOBRE A AMOSTRA QUANDO
POSICIONADA NA LINHA DE LUZ
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4.5.9. Andlises reoldgicas

As analises reologicas foram realizadas para caracterizar o comportamento
viscoelastico macroscépico das amostras e comparar com o comportamento dindmico
observado por XPCS. As curvas de viscosidade e os experimentos dindmico-oscilatorios
foram realizados no Setor 8-ID-1 do Advanced Photon Source — APS (Lemont, EUA), em
um redmetro Anton-Paar Physica MCR 301 utilizando um sensor cone-placa CP25-2/TG
(didametro 24,912 mm, angulo 2,008°). As andlises reoldgicas foram realizadas somente
para a amostra GN nas concentragbes 15, 20, 25 e 30% (m/m). As amostras foram
solubilizadas em agua sob agitacao e hidratadas por 12 horas em repouso (T = 4°C).

Para comparar as amostras em condi¢cdes similares, as analises reoldgicas foram
feitas simulando as condi¢des de cisalhamento (preenchimento do capilar) e tempo de
repouso a que as amostras foram expostas durante o preparo para as medidas de XPCS.
Desse modo, as amostras foram inicialmente pré-cisalhadas de 0,001 a 1000 s (600 s)
e, em seguida, acompanhou-se a evolugao dos médulos elastico (G’) e mddulo viscoso
(G”) em funcado do tempo até 20 horas. Nessa analise, utilizou-se uma frequéncia angular
(1 rad/s = 0.159 Hz) e tenséo (0,01 Pa) fixas e com um valor minimo suficiente para a
deteccdo pelo equipamento sem uma perturbacdo significativa ao sistema.
Imediatamente ap6s as 20 horas de recuperacdo, foram realizadas varreduras de
frequéncia (0,01 — 3,0 Hz) com uma deformacao fixa (1%) correspondente a regiao
viscoelastica linear, determinada previamente através de varredura de tensdo
(frequéncia = 1 Hz, deformagé&o = 0,01 — 10%). Em seguida, foram realizadas curvas de
viscosidade em funcdo do aumento e da diminuicdo da taxa de cisalhamento de 0,001 a
1000 s, com duracéo de 600 s cada varredura. Curvas de viscosidade e varreduras de
frequéncia, nas mesmas condicbes experimentais citadas acima, também foram
realizadas para as amostras no estado inicial (sem pré-shear seguido de repouso). Todas
as analises foram feitas a uma temperatura de 25°C, recobrindo-se as bordas do sensor

com Oleo mineral para evitar a evaporacao do solvente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DETERMINACAO DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA E TEOR PROTEICO

A composicdo monossacaridica e teor proteico das amostras GA, GN e GN-CR
estdo apresentados na Tabela 4. Em geral, as gomas de acacia sdo compostas pelos
monossacarideos ramnose (Rha), arabinose (Ara), galactose (Gal) e 4cido urdnico, mas
apresentam proporc¢des distintas entre eles dependendo da espécie de origem (ISLAM et
al., 1997). As gomas GA e GN séao formadas por esses monossacarideos nas propor¢oes
relativas de 1,0:2,4:3,0:1,3 e 1,0:26,0:16,5:6,5, respectivamente. Galactose e arabinose
sd0 0s monossacarideos majoritarios em ambas, caracterizando-as como
arabinogalactanas. A composi¢cado monossacaridica obtida para a GA aproxima-se dos
valores reportados na literatura para a espécie A. senegal (Tabela 1,p. 19) e a GN
mostrou uma certa variagdo com relacdo aos valores reportados para a goma de
A. mearnsii coletada na india e no Brasil (outra localizacdo) (Tabela 3, p. 28),
apresentando um menor teor de ramnose e galactose e maior teor de arabinose.

Comparativamente, ramnose e acido urbnico sdo mais abundantes na GA
enquanto que a arabinose apresenta-se em maior nimero na GN. Verifica-se, porém,
gue na amostra GN carboxi-reduzida (GN-CR), além de se confirmar a eficacia da reacéo
pela diminui¢&do no teor de acidos urdnicos, observa-se um aumento no teor de galactose.
Esse aumento sugere que as unidades de acido urbnico nessa amostra estejam ligadas
preferencialmente as unidades de Gal, como ja detectado em outros trabalhos para a
goma arabica comercial (ANDERSON; STODDART, 1966; TISCHER, 2002). A ligacao
entre 4cido urbnico e monossacarideos neutros é bastante resistente a hidrolise, fazendo

com que as unidades de Gal possam estar subestimadas na amostra GN.
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TABELA 4 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA E TEOR PROTEICO DAS AMOSTRAS GA, GN E

GN- CR
Composigdo monossacaridica (% m/m) ]
Proteina®
Amostra = 0

Acido (% m/m)

Rha Ara 4-Me-Glc Gal Glc NI

uronico
GA?! 13 31 - 39 - 17,0+ 0,7 3,0+£0,1
GN 2 52 - 33 - 13,3+0,4 6,8+0,2
GN-CR 3 37 5 47 6 1,9+0,3 85+0,1

Legenda: Rha — ramnose, Ara — arabinose, 4-Me-Glc — 4-metil-glucose, Gal — galactose, Glc - glucose
1 (GREIN et al., 2013);

@ Dosado pelo método colorimétrico de Filisetti-Cozzi & Carpita (1991);

b Dosado pelo método colorimétrico de Hartree (1972);

A presenca de unidades de acido urdnico na estrutura confere as gomas de
acacia um carater de polieletrélito. Trabalhos anteriores identificaram que o acido
glucurénico (GIcA) é o constituinte acido principal das gomas de acacia e esta localizado
preferencialmente nas extremidades da cadeia (ANDERSON; STODDART, 1966;
STREET; ANDERSON, 1983). Pela amostra GN carboxi-reduzida (GN-CR), confirmamos
essa afirmacéo pelo aparecimento de glucose (derivado neutro do acido glucurdnico) em
sua composicdo monossacaridica, bem como 4-O-metil-glucose, proveniente do derivado
4-O-metilado de &cido glucurdnico. Estes dados estédo de acordo com o que foi observado
anteriormente para gomas desta espécie por Aspinall et al. (1968).

A dosagem de proteinas revelou que a GN possui aproximadamente o dobro do
teor proteico da GA. Como ja descrito na Introducéo (Capitulo 2.1, p.18), na estrutura das
gomas de acacia as cadeias polipeptidicas estdo associadas covalentemente ao
polissacarideo e distribuidas, com diferentes propor¢des, entre as fragdes presentes (AG,
AGP e GP), proporcionando um carater anfifilico a estrutura. Em um trabalho anterior do
grupo de pesquisa GPMIn - UFPR (DA SILVA et al., 2015) foi confirmada a presenca de
estruturas glicoconjugadas do tipo arabinogalactana-proteinas (AGPs) nas gomas de A.
senegal e de A. mearnsii pelo método de Yariv (VAN HOLST; CLARKE, 1985).
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5.2. CARACTERIZACAO POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO POR TAMANHO -
SEC

As amostras GA, GN e GN-CR foram submetidas a andlise por cromatografia de
exclusdo por tamanho (SEC) acoplada aos detectores de indice de refracdo (RI),
espalhamento de luz a 90° (RALS) e ultravioleta (UV, A = 280 nm). Os resultados estéao
apresentados na Figura 12, onde se observam perfis de eluicdo bastante distintos entre
as amostras, revelando uma maior homogeneidade na GA. Os sinais do detector de
RALS, mesmo apoés o alinhamento com relacdo ao delay instrumental, apresentaram um
deslocamento para menores volumes de eluicdo (maior Mw) com relacdo ao detector de
RI. Esse deslocamento é resultado das diferentes sensibilidades de resposta que o0s
detectores apresentam entre si e € tipicamente observado em sistemas com certa
dispersédo (TARTSCH, 2005). O detector de RI é sensivel a concentracdo do material, o
detector de UV (A = 280 nm) responde a presenca de proteinas em cada fracdo da
amostra e o detector de RALS é sensivel a massa molar e a presenca de agregados,
respondendo, portanto, mais rapidamente em menores volumes de eluicdo
(MAHENDRAN et al., 2008).

A variacao no perfil de eluicdo para gomas de acacia de diferentes espécies tem
sido relatada na literatura, porém, uma caracteristica comum entre as diversas amostras
€ a identificacdo de mais de uma populacao pelo detector de UV, evidenciando diferencas
na composicao proteica das fracdes com diferentes massas molares (AG, AGP e GP)
(AL-ASSAF; PHILLIPS; WILLIAMS, 2005b; LOPEZ-TORREZ et al., 2015; MAHENDRAN
et al., 2008; RENARD et al., 2006; VANDEVELDE; FENYO, 1985).
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Em referéncia ao sinal de UV (Figura 12), a fracao 1 (eluida entre ~7,0 e 8,5 mL)
corresponde as macromoléculas de alta massa molar e € composta principalmente pelo
complexo arabinogalactana-proteina (AGP). Essa fracdo corresponde ao pico mais
intenso, indicando que a maior parte do contetdo proteico das amostras se encontra em
moléculas de alta massa. A amostra GN-CR apresentou ainda um ombro que se estende
para menores volumes de retengcdo, acompanhado pelo sinal de RALS, indicando a
presenca de agregados. A segunda populacéo (eluida entre ~8,7 e 9,5 mL) é composta
pela fracdo arabinogalactana (AG). Na amostra GN ela aparece como um ombro de
intensidade um pouco menor do que o primeiro pico e na GN-CR e na GA esta
praticamente co-eluindo com a fragcédo 1. A terceira populacéo (eluida entre ~9,5 e 11,0
mL) corresponde a fracao glicoproteina (GP). Ela é composta por moléculas de baixa
massa molar e ricas em proteina, presentes na amostra GA em baixa concentracao
(baixo sinal de RI) e com uma contribuicdo mais evidente nas amostras GN e GN-CR.

Em suma, as trés fracbes (AGP, AG e GP) em conjunto compde a estrutura das
gomas de acacia, porém, apresentam-se em propor¢cdes e composicdes proteicas
distintas dependendo da espécie de origem e do grau de associacao entre elas (RENARD
et al., 2014a).

Analisando o sinal de RI observa-se um perfil de eluicdo homogéneo para a
amostra GA enquanto que a GN e GN-CR possuem uma distribuicdo mais alargada e
heterogéneo. Os picos sobrepostos foram resolvidos por deconvolucao, resultando em 4
picos para a GN e 2 picos para a GN-CR, representados pelas linhas pontilhadas na
Figura 12. Os valores de Mw calculados para cada pico, bem como os respectivos
volumes de eluicdo, dispersdo e percentual relativo na amostra estdo apresentados na
Tabela 5.
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TABELA 5 - DADOS OBTIDOS POR SEC PARA AS AMOSTRAS GA, GN E GN-CR

. % relativo Volume de retengéo 3 " . x
Amostra Pico (detector RI) do pico (mL) Mw (103 g mol?) Disperséo
GA 1 100 8,2 932 1,7
1 25 8,3 733 13
2 42 9,2 69 14
GN
3 26 9,9 13 1,0
4 7 11,0 - -
1 20 8,5 804 1,3
GN-CR
2 80 9,3 80 2.3

A amostra GA apresenta um pico (detector Rl e RALS) com Mw igual a 932.000
g molt e uma disperséo de 1,7, similar aos valores comumente reportados para a goma
de A. seyal (ISLAM et al., 1997; LOPEZ-TORREZ et al., 2015). O primeiro pico (detector
RI) da GN corresponde a 25% da area total com Mw igual a 733.000 g mol*. O segundo
pico (detector RI) é o sinal majoritario (42% do total) com Mw igual a 69.000 g mol%, o
qual, juntamente com o pico 3 (26%) de Mw igual a 13.000 g mol?, representam a fracéo
AG. O pico 4 (7%) corresponde a fracao de baixa massa GP, cujo Mw ndo pode ser
determinado devido a auséncia do respectivo sinal no detector de RALS.
Comparativamente a GN, a GN-CR apresenta uma distribuicdo de tamanhos mais
estreita com apenas dois picos (detector RI). Observa-se que apresentam uma maior Mw
(804.000 e 80.000 g mol*) comparando-se com os dois primeiros picos da GN (detector
RI), mas eluem em volumes de retencdo maiores (8,5 e 9,3 mL), indicando que ocupam
um menor volume hidrodindmico. O menor teor de acidos na estrutura da GN-CR diminui
a repulséo eletrostatica entre os grupos e permite uma maior associacao entre as cadeias

0 que sugere uma estrutura mais compacta.
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5.3. DETERMINACAO DO POTENCIAL ZETA

Através de medidas de potencial zeta () foi verificado o efeito da concentracao
de eletrdlitos na carga elétrica superficial das gomas de acacia GA (pH ~5) e GN
(pH ~4,0). Na Figura 13 pode-se observar que na auséncia de NaCl, o potencial zeta da
GA é aproximadamente -29 mV e o da GN -16,0 mV. A carga superficial mais negativa
da GA é devido ao seu maior teor de acidos urbnicos na estrutura (Tabela 4, p. 54) e

contribui para uma maior estabilidade das particulas.
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FIGURA 13- POTENCIAL ZETA DAS SOLUCOES DE GA E GN (10,0 mg mL') EM FUNGCAO DA
CONCENTRACAO DE NacCl

Conforme aumenta-se a concentracdo de NaCl, os potenciais zeta diminuem e
se aproximam da neutralidade devido a compressdo da dupla camada elétrica (SHAW,
1992), e com aproximadamente 0,5 mol L** de NacCl, os valores para as duas gomas se
igualam, indicando que o efeito eletrostatico dos grupos ionizaveis é minimizado e torna-
se equivalente nos dois sistemas. Ainda com a adicédo de 2,5 mol Lt de NaCl os dois

sistemas permanecem estaveis sem a observacao de precipitagao.
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Na Figura 14 estao apresentadas as curvas de distribuicdo de potencial zeta para
as amostras GN e GN-CR (10,0 mg mL') em agua. Pode-se observar que o potencial
zeta no ponto maximo da curva de distribuicdo passa de aproximadamente -16 mV (GN)

para +2 mV (GN-CR), evidenciando a eficacia do procedimento de carboxi-reducéo.

1.2 - O GN
) A GN-CR

Contagem normalizada

€ (mv)

FIGURA 14 - CURVA DE DISTRIBUICAO DO POTENCIAL ZETA () DAS AMOSTRAS DE GN E GN-
CR (10,0 mg mLY) EM AGUA

5.4. DETERMINACAO DA VISCOSIDADE INTRINSECA POR VISCOSIMETRIA
CAPILAR

O comportamento viscosimétrico distinto de solugcbes de polieletrdlitos
comparado com polimeros neutros € muito citado na literatura (BEHROUZIAN; RAZAVI;
KARAZHIYAN, 2014; NODA; TSUGE; NAGASAWA, 1970; ROURE et al., 1998; WEILL,
1991). Esse comportamento diferente foi definido em 1948 por Fuoss e Strauss como
efeito polieletrolitico e se refere a observacdo de um aumento abrupto na viscosidade
reduzida (nred) das solucdes de polieletrolitos em agua a medida que a solucao é diluida
(FUOSS; STRAUSS, 1948), como pode ser observado na Figura 15 para a GA e GN

solubilizadas em agua. Isso acontece porque com a diluicdo da solu¢cdo ha uma reducéo
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da forca ibnica do meio, proveniente, nesse caso, dos contra-ions presentes, reduzindo
assim a blindagem dos grupos carregados e causando uma expanséao das cadeias com
0 aumento das intera¢fes intermoleculares repulsivas (JAMIESON; SIMHA, 2010; MAYS;
HADJICHRISTIDIS, 1991).
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FIGURA 15 - VISCOSIDADE REDUZIDA (Ned) EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO DE GA E GN
SOLUBILIZADAS EM AGUA

Esse efeito se contrapbe a condicao de regime diluido, onde as cadeias estao
isoladas e ndo interagem entre si, impossibilitando a extrapolacdo linear da nreda a
concentracdo zero para a obtencdo da viscosidade intrinseca [n] do polimero. Por
conseguinte, para tornar possivel a determinagcdo da viscosidade intrinseca, uma das
alternativas € suprimir as interac8es intercadeias minimizando as repulsdes eletrostaticas
de longo alcance através da adicdo de um sal (RINAUDO, 2008).

A Figura 16 mostra a viscosidade relativa (nr) das gomas GA e GN
(10,0 mg mL %) em funcédo da concentracdo de NaCl. Pode-se observar que a nr de
ambas as amostras diminui com a adicdo de até 1,0 molL?! de NaCl devido a
minimizacao das interacdes eletrostaticas intercadeias. Acima de 1,0 mol L! é observado
um leve aumento da nr para a GN indicando que acima dessa concentracdo promove-se
a agregacdo das cadeias. Sendo assim, estabeleceu-se a concentracdo de 1,0 mol L*

de NaCl para as medidas de viscosidade de ambas as amostras.
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FIGURA 16 - INFLUE~NCIA DA CONCENTRAGCAO DE NaCl NA VISCOSIDADE RELATIVA DAS
SOLUGCOES DAS GOMAS GA E GN (10,0 mg ml?)

A Figura 17 apresenta os graficos de Huggins obtidos para as amostras GA e GN
em NaCl 1,0 mol L' e GN-CR em &gua, relacionando a variacéo da viscosidade reduzida
(nred) em fungéo da concentracdo. Verifica-se que a amostra GN-CR n&o apresentou o
comportamento tipico de polieletrdlito, mostrado na Figura 16, quando dissolvida em
agua, mais uma evidéncia da eficacia do procedimento de carboxi-reducéao realizado. Os
resultados apresentaram uma correlacdo linear satisfatéria, com R? igual a 0,9965,
0,9967 e 0,9964 para a GA, GN e GN-CR, respectivamente, possibilitando o célculo das
viscosidades intrinsecas pela extrapolagdo da nred @ concentragdo zero. Na Tabela 6
estdo apresentados os valores de [n] e Ku (coeficiente de Huggins) obtidos, juntamente
com os valores de concentracao critica (c*) e raio de giro (Rg) calculados pelas equacdes

11 e 12 (p. 46), respectivamente.



63

0.45 -

0.40 -
O GA

0.35- o GN
0.30 - O A GN-CR

0.25 -

0.20 4

0.15-W

0.10 4

0.05 — T T T T T T T 1

00 05 10 15 20 25 3.0 35 4.0
c(gdL")

Nreq (AL g™

FIGURA 17 - GRAFICO DE HUGGINS PARA A GA E GN EM NaCl 1,0 mol L't E GN-CR EM Hz20

Pelos parametros apresentados na Tabela 6 verifica-se que a GN, formada por 4
populacdes de tamanhos distintos (Tabela 5, p. 58), apresenta maiores valores de [n] e
Rg, indicando que ocupa um maior volume hidrodinamico do que a GA nas condi¢cfes
analisadas. Esses maiores valores de [n] e Rgpara a GN, aliados a sua menor distribuicéo
de Mw (Tabela 5, p. 58), evidenciam que possui uma organizacao estrutural mais
estendida do que a GA, que por sua vez, apresenta cadeias com maior Mw em um menor

volume hidrodinamico (menor [n] e menor Ry).

TABELA 6 - PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS AMOSTRAS GA E GN OBTIDOS POR
VISCOSIMETRIA CAPILAR

Amostra ] (dL g) Kn c* (mg mL?) Rg (nm)?
GA 0,13 0,8 76,9 15,8
GN 0,23 1,2 435 17,6

GN-CR 0,11 1,3 93,8 14,2

a considerando a fragdo de maior Mw

Essa organizacao estrutural mais compacta da GA pode ter relacdo com o seu

maior teor de ramnose (Tabela 4, p. 54). A ramnose € um deoxi-acucar, cujo C6 é uma
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metila (-CHs), um grupamento mais apolar e menos volumoso se comparado ao C6 das
outras hexoses, como a galactose, cujo C6 estd na forma de um é&lcool (-CH20H). Dessa
forma, a ramnose pode atuar como um cotovelo dobrando a cadeia, mantendo-a mais
compacta. Além disso, como ja mencionado, a GN apresenta uma estrutura mais
ramificada do que a GA e, apesar de o aumento do grau de ramificacdo de uma cadeia
geralmente diminuir o seu volume hidrodindmico, ele confere uma maior rigidez a
estrutura (HIEMENZ, 1984). Aliado a isso, a repulsdo eletrostatica entre os grupos
carregados confere a estrutura uma rigidez ainda maior, induzindo a uma conformacao
mais aberta. Uma evidéncia de que os grupos acidos tém uma importante contribuicdo
na rigidez da estrutura é mostrada pelos resultados da amostra GN-CR. Com a reduc¢éo
da quantidade de grupos &cidos ocorre uma significativa diminuicdo da [n] e,
consequentemente, do Rg, indicando uma maior flexibilidade estrutural que permite uma
maior compactacao.

Os valores de c* sédo inversamente proporcionais ao volume hidrodinamico da
cadeia, pois indicam o limite de concentracdo em que as moléculas comec¢am a interagir
entre si. Para a GN, por possuir uma maior [n], o valor de c* calculado foi de 43,5 mg
mL- 1, enquanto que para a GA esse valor é de 76,9 mg mL™. Isso indica que para ambas
as amostras a determinagdo da [n] foi realizada em regime diluido (c < 30,0 mg mL™?),
validando assim os resultados obtidos.

O coeficiente de Huggins (Kw) esta relacionado com a estrutura do polimero em
solucéo e a qualidade do solvente para a amostra. Em geral, para polimeros flexiveis sdo
observados valores de Ky entre 0,2 e 0,8, sendo que em solvente 8 comumente sao
reportados valores de Kn ~ 0,6, onde ndo ha interagdes preferenciais entre o polimero e
o solvente, e valores maiores a medida que se diminui a qualidade do solvente e as
interacdes polimero-polimero passam a ser preferenciais (GOODWIN, 2009; MAYS;
HADJICHRISTIDIS, 1991). Aléem disso, varios estudos também apontam para uma
relacdo mais complexa de Ku com varios outros parametros, como por exemplo massa
molar, conformacéo, grau de ramificacdo da cadeia, heterogeneidade e tendéncia a
associacao, resultando em maiores valores de Kn dependendo do sistema em questéao
(MISHRA; KOBAYASHI, 1999; PAMIES et al., 2008; PAN; CHENG, 2000). A GA
apresenta um valor de Ky = 0,8, enquanto que o maior valor observado para a GN (Kn =
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1,2) e GN-CR (Kn = 1,3) pode estar associado ao seu maior grau de ramificacao, ou por
apresentar uma menor afinidade pelo solvente, justificada pelo maior teor proteico com
carater hidrofobico.

Na literatura sdo reportados parametros similares aos encontrados para a GA e
GN para gomas de acacia em geral (AL-ASSAF; PHILLIPS; WILLIAMS, 2005b;
ANDERSON; RAHMAN, 1967; FLINDT et al., 2005; IDRIS; WILLIAMS; PHILLIPS, 1998;
LOPEZ-TORREZ et al., 2015; SANCHEZ et al., 2002). Nao foram encontrados na

literatura dados de [n] e Rq referentes a goma de A. mearnsii para comparacao.

5.5. ANALISE DA CAPACIDADE DE ASSOCIACAO POR ESPECTROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

As analises de espectroscopia de fluorescéncia foram realizadas para investigar
o efeito da concentracdo de eletrolitos (NaCl) no processo de associacdo e agregacao
das cadeias de goma de acacia. Na Figura 18 pode-se observar 0s espectros de emisséo
de fluorescéncia do pireno na presenca de solucdes de GA (10 mg mLt) em diferentes
forcas ibnicas.

Através da variacdo das bandas | (373 nm) e Ill (384 nm) do espectro do pireno
€ possivel obter informacdes a respeito da micropolaridade do meio em que ele se
encontra e correlacionar com a capacidade de associacdo do polissacarideo
(KALYANASUNDARAM; THOMAS, 1977). A partir dos espectros de emissao do pireno
na presenca das gomas GA e GN (10,0 mg mL™?) foram calculadas as razdes entre as
bandas | e Ill em fungcdo do aumento da concentracdo de NaCl no meio, de 0,0 a

2,5 mol L. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 19.
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FIGURA 18 - ESPECTROS DE EMISSAO DE FLUORESCENCIA DO PIRENO NA PRESENCA DE
SOLUCOES DE GA (10 mg mL-1) CONTENDO CONCENTRACOES CRESCENTES DE
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FIGURA 19 - RELACANO ENTRE AS BANDAS | E lll DE EMISSAO DO PIRENO EM AGUA E EM
SOLUCOES DE GA E GN (10 mg mL1) EM CONCENTRACOES CRESCENTES DE NacCl
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De acordo com a Figura 19 observa-se que a razéo I/lll do pireno somente em
agua é aproximadamente 1,80 e decai com a adicdo de GA ou GN para 1,71 e 1,68,
respectivamente. Com a adi¢cdo de NaCl no meio, a razao I/lll continua a decair, indicando
que com a crescente adicdo de eletrdlitos na solucdo o pireno se encontra em um
ambiente menos polar, evidenciando a associacdo e formacdo de dominios mais
hidrofébicos na estrutura das gomas de acacia, induzido pela forga ibnica do meio.

Observa-se que o perfil de decaimento da razé&o I/1ll é distinto para cada goma.
A GN apresentou os menores valores de I/lll em toda a regido analisada, indicando que
independente das condi¢cdes da solucdo, sua estrutura possibilita a formacao de
microdominios com carater mais apolar. Por viscosimetria capilar, verificou-se que a
amostra GN apresenta a estrutura menos compacta do que a GA (Tabela 6, p. 63), 0 que
aparenta ser contraditério. Porém, como visto pela amostra GN-CR, o volume
hidrodindmico parece ser influenciado principalmente pelos grupos acidos, ou seja, pela
porcao polissacaridica da amostra. No caso da fluorimetria, como o pireno € uma sonda
apolar, os resultados certamente refletem mais diretamente as caracteristicas da parte
proteica da amostra, com carater mais hidrofébico. Dessa forma, o maior teor proteico da
GN (Tabela 4, p. 54), possivelmente é um dos fatores que contribui para essa associa¢ao
mais efetiva e formacao de dominios hidrofébicos e, além disso, a distribuicdo de parte
desse teor proteico em fragcdes de baixa massa, como observado por SEC (Figura 12,
p. 56), também devem favorecer o processo de agregacao.

Anteriormente, no trabalho de mestrado da autora da presente tese, foi
observado que a GN em solu¢cédo aquosa apresenta dominios mais hidrofébicos do que a
GA em funcéo do aumento da concentragéo de goma. A uma concentragéo de 100 mg
mL1 a GA apresentou uma razéo I/Ill de 1,55 enquanto que a GN atingiu valores em torno
de 0,90 em solucdo de NaCl 0,1 mol L'* (GREIN, 2012). Esses resultados reafirmam as
propriedades associativas das gomas de acacia e evidenciam a presenca de ambientes
com grande carater apolar, visto que, de acordo com a literatura, 0 pireno apresenta
tipicamente valores de I/lll ~ 0,6 quando dissolvido em solventes apolares (hexano)
(DOWLING; THOMAS, 1990).

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia usando o pireno como sonda é

interessante pois auxilia na investigacdo dos processos de agregacdo. Essa
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caracterizacdo d& suporte para potenciais aplicacdes das gomas de acacia, como por
exemplo, na estabilizacdo de nanocompdsitos de polimeros condutores como a
polianilina, conforme reportado por Quintanilha et al. (2014). Os autores verificaram que
0 grau de associacdo da goma de acéacia e, consequentemente, a formacéo de sitios
hidrofobicos tem grande influéncia na morfologia dos nanocompasitos formados e no seu

comportamento eletroativo.

5.6. DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE DISSOCIACAO POR TITULACAO
POTENCIOMETRICA

Visto que as gomas de acacia possuem grupos ionizaveis (acidos carboxilicos,
aminas) elas sado pH-responsivas. Logo, conforme o pH da solucdo se altera, o grau de
ionizacdo do polissacarideo varia e pode ocasionar mudancas na sua conformacao
devido as interacles eletrostaticas entre estes grupos e também a concentracdo e
distribuicdo dos contra-ions. Deste modo, a determinacéo das constantes de dissocia¢cao
(pKas) em diferentes condicbes do meio pode ajudar no entendimento das mudancas
conformacionais causadas pela contribuicdo eletrostatica destes grupos.

Na Figura 20 estdo apresentadas as curvas de titulagcdo das amostras GA e GN
em agua. As linhas representam o ajuste das curvas realizado com o programa BEST?7,

o gual foi conseguido com a atribuicao trés pKas distintos para ambas as amostras.
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FIGURA 20 - CURVAS DE TITULACAO POTENCIOMETRICA DAS GOMAS GA E GN (10 mg mL7,
25 °C) COM KOH 0,1 mol Lt. AS LINHAS CORRESPONDEM AO AJUSTE OBTIDO PELO
PROGRAMA BEST7

Os dois primeiros pKas foram atribuidos aos acidos urénicos de acordo com a
faixa de valores observado na literatura para estes grupos (pKas no intervalo entre 3 e 4)
(KOHN; KOVAC, 1978; RENARD et al., 2006). Acredita-se que a atribuicdo de dois pKas
distintos nesta regido seja devido a presenca de dois tipos de acidos na estrutura das
gomas de acécia, acido glucurbnico e acido 4-O-metil-glucurénico. A presenca do
derivado 4-O-metilado na amostra GN foi confirmada através da analise de composicao
monossacaridica da amostra GN-CR (Tabela 4, p. 54). Analisando a literatura, alguns
autores também ja identificaram a presenca destas unidades em amostras provenientes
das espécies A. senegal e A. seyal (ANDERSON et al., 1968; STREET; ANDERSON,
1983; TISCHER, 2002). Além disso, ha a possibilidade de uma pequena contribuigdo
nessa regido dos grupos carboxilicos provenientes dos aminoacidos acido aspartico e
acido glutamico que perfazem aproximadamente 10% do teor proteico total das gomas
de acécia de acordo com a composi¢cdo de aminoacidos reportada na literatura (Tabela
2, p. 21). Desta forma, o pKa dos &cidos urdnicos (pKa?) foi considerado como a média
ponderada entre esses dois primeiros pKas obtidos pelo ajuste matematico das curvas

de titulagéo.
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O pKa em torno de 6,5 foi atribuido a porcdo proteica (pKa?). Segundo a
composicdo de aminoacidos apresentada na Tabela 2 (p. 21), aproximadamente 10 %
do teor proteico das gomas de acacia € composto pelos aminoacidos basicos histidina,
lisina e arginina, que possuem na cadeia lateral grupos ionizaveis imidazol, amino e
guanidino, respectivamente. O valor de pKa = 6,5 é tipico do grupo imidazol das unidades
de histidina, que dentre os trés aminoécidos citados é o mais abundante na estrutura das
gomas de acacia (LOPEZ-TORREZ et al., 2015; THURLKILL et al., 2006). O pKa dos
grupos lisina e arginina € comumente maior (~10) mas, em alguns casos, podem chegar
a apresentar valores em torno de 6 dependendo do ambiente em que se encontram
(PACE; GRIMSLEY; SCHOLTZ, 2009). Portanto, podem estar contribuindo para o pKa
observado em torno de 6,5 ou estar acima da faixa de pH analisada. Uma representacao
das estruturas das possiveis espécies envolvidas nos equilibrios de dissociacdo das
gomas de acacia esta mostrada na Figura 21. Sendo que o pKa! refere-se ao equilibrio
de ionizacdo dos grupos acidos, majoritariamente dos &cidos glucurénico e 4-O-metil-
glucurénico e, em menor proporcéo, das cadeias laterais dos acidos aspartico e glutamico
da cadeia proteica. O pKa? envolve o equilibrio de ionizagdo dos grupos imidazol do
aminoacido histidina e possivelmente dos grupos amino e guanidino dos aminoéacidos

lisina e arginina, respectivamente.
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FIGURA21- REPRESENTACAO DAS ESPECIES ENVOLVIDAS NO EQUILIBRIO DE IONIZAGAO
(pKal E pKa2) DAS GOMAS DE ACACIA

Para verificar o efeito da concentracédo do polissacarideo e da forca ibnica do
meio nos valores de pKa, foram realizadas titulacbes potenciométricas utilizando
diferentes concentragbes de goma de acacia solubilizadas em agua
(0,1 — 150,0 mg mL"1) e em diferentes concentracées de NaCl (0,1 e 1,0 mol L). A
Figura 22 mostra a relacao entre os pKas encontrados para os acidos urbénicos (pKal)
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em funcdo da concentracdo de GA e GN em agua. Os pKas referentes aos grupos
proteicos (pKa?) nado apresentaram uma variacao significativa em funcdo da

concentracao e os resultados ndo estdo apresentados.
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FIGURA 22 - VARIACAO DO VALOR pKa! EM FUNCAO DA CONCENTRAGAO DE GA E GN EM
AGUA

Analisando os perfis de variacdo do pKa, observa-se que para a GA ocorre uma
diminuicéo abrupta do pKa! de 4,5 para 3,6 com o aumento da concentracdo de goma
até aproximadamente 25 mg mL?, seguido de um decaimento mais sutil alcancando
valores de pKa! ~ 3,3 a uma concentracdo de 150,0 mg mL. O valor de concentragdo
em gue se observa a inflexdo no grafico (=25 mg mL?') estd proximo ao valor de
concentracdo de agregacao critica (cac) encontrado previamente por medidas de tenséo
superficial (27,0 mg mL* para a GA em agua) (GREIN et al., 2013).

A GN apresenta um perfil diferente, inicialmente observa-se um pequeno
aumento no valor de pKa! de 3,3 para 3,6 em baixas concentracdes, seguido de um
decaimento de 3,6 até 3,3 com o0 aumento da concentracdo até aproximadamente
15 mg mL? e por fim mantendo-se aproximadamente constante até 100,0 mg mL1. O
valor de concentragdo que delimita o inicio do patamar (~15,0 mg mLt) também coincide
com o valor de cac encontrado por tensao superficial para a GN em agua (14,2 mg mL1)
(GREIN et al., 2013).
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Comparando-se os resultados pode-se perceber que o valor de pKa! da GA é
mais sensivel ao aumento da concentracdo do que a GN, visto que o decréscimo nos
valores de pKa? foram de 26% e 8% para a GA e a GN, respectivamente. Essa diminui¢éo
nos pKas se deve a uma variacdo do ambiente a que estes grupos acidos estédo expostos,
nesse caso, induzido pelo aumento das interacdes intermoleculares. O maior decaimento
do pKa observado para a GA indica que apresenta uma flexibilidade estrutural
possibilitando uma maior reorganizacao das cadeias de modo a promover o processo de
desprotonacdo. No caso da GN esse decaimento também €& observado, mas em menor
proporcdo, relativo a sua maior rigidez na cadeia originada pelo maior grau de
ramificacdo, como ja mencionado no Capitulo 5.4 (p. 60).

Mesmo apresentando uma menor variagdo em funcdo da concentracdo, os
valores de pKa! calculados para a GN sdo menores do que os da GA em toda a faixa de
concentracdo analisada. Menores valores de pKa correspondem a uma maior acidez, ou
seja, maior capacidade de ionizacdo em pHs menores. Existem, em geral, trés efeitos
principais que podem influenciar no valor de pKa e colaborar para a formagao do anion
carboxilato. Um deles é a polaridade do meio em que o grupo se encontra, pois, uma
maior constante dielétrica do solvente favorece a estabilizacdo do grupo carregado,
resultando em uma diminui¢do do pKa. Outro efeito provém da possibilidade de interacao
desses grupos ionizaveis com outros grupos polares da cadeia através de interacdes de
hidrogénio. Nesse caso, o0 estado de ionizacéo vai se ajustar de modo a otimizar essas
interacdes, se forem mais favoraveis ao estado protonado do grupo acido resultara em
um aumento no valor de pKa, caso favorecam o estado desprotonado o efeito oposto
sera observado. O terceiro efeito resulta das interacdes coulombicas entre grupos de
carga oposta. A presenca de cargas positivas no entorno dos grupos acidos favorece a
sua ionizacdo e resulta em uma diminuigdo do seu pKa (LI; ROBERTSON; JENSEN,
2005; PACE; GRIMSLEY; SCHOLTZ, 2009).

Dessa forma, a maior capacidade de estabilizacdo do anion carboxilato, reflexo
da diminuicdo do pKa com o aumento da concentracdo de GA e GN pode estar
relacionado com a aproximacao de grupos doadores de elétrons, como por exemplo, 0s
grupos guanidino, imidazol e amino presentes nos aminoacidos basicos como citado

anteriormente. Na regido do pKa' esses grupos encontram-se positivamente carregados
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como representado na Figura 21 (p. 71) (PACE; GRIMSLEY; SCHOLTZ, 2009). Seguindo
essa ideia, a maior acidez observada para a GN resulta do maior teor proteico presente
na sua estrutura e indica que possui uma maior disponibilidade desses aminoacidos
basicos para atuar na estabilizacdo dos anions carboxilatos.

Apesar dessas diferencas nos perfis de variacdo do pKal, uma caracteristica
comum para as duas amostras é a presenca de uma inflexdo no grafico na regido de
concentracdo coincidente com o respectivo valor de concentracdo de agregacao critica
(cac). A cac esta relacionada com o inicio de uma associacdo cooperativa entre as
moléculas precedendo o processo de micelizacdo (HOLMBERG et al., 2002),
evidenciando que a diminuicdo do pKal observada esta relacionada com alteracdes na
organizacao estrutural das cadeias induzidas por interacdes intermoleculares.

Em concentra¢des abaixo da cac também se observou uma diminui¢do nos pKas
com a adicdo de NaCl (0,1 e 1,0 mol L) (Figura 23). Para a GA (10,0 mg mL™) o valor
de pKal! diminuiu de aproximadamente 4,0 em agua para 3,9 e 3,6 em NaCl 0,1 e
1,0 mol L1, respectivamente. J& para a GN (10,0 mg mL™?) a variacéo foi de 3,5 para 3,4
e 3,3, respectivamente. A diminuicdo no valor de pKa € esperada, pois a adicdo de
eletrdlitos no meio desloca o equilibrio quimico no sentido a aumentar o grau de
dissociacdo (CASTELLAN, 1964). De acordo com a teoria de Debye-Huckel (1923), em
uma solucgdo idnica ha uma maior probabilidade de se encontrar, nas vizinhancas de um
ion, um excesso de contra-ions formando uma nuvem denominada atmosfera idnica.
Essa interacdo eletrostatica do ion com a sua atmosfera idnica reduz a energia e,
portanto, o potencial quimico do ion central, estabilizando-o (ATKINS; PAULA, 2003).
Essa estabilizacao favorece a ionizacdo dos grupos acidos diminuindo assim o seu valor
de pKa.

No caso do pKa das proteinas (Figura 23), porém, ndo é observada uma variacéo
significativa no valor de pKa? com o0 aumento da concentracdo de NaCl. A GA apresentou
uma variagdo de 0,5% enquanto que para GN essa variacdo foi de 2,5%. Essa
insensibilidade ao efeito da presenca de eletrélitos no meio deve estar relacionada com
a estrutura das gomas de acéacia na forma wattle-blossom (Figura 2, p. 22). Como
observado por espectroscopia de fluorescéncia (Capitulo 5.5), 0 aumento da forca ibnica

do meio induz a uma maior associacdo das cadeias proteicas formando microambiente
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hidrofébicos no interior da estrutura e tornando esses grupos proteicos mais inacessiveis

aos fatores externos.
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FIGURA 23 - VARIACAO NOS VALORES DE pKa DOS GRUPOS ACIDOS (pKa?) E DOS GRUPOS DA
FRAGAO PROTEICA (pKa?) EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE NaCl NO MEIO
PARA A GA E GN (10 mg mL%)
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5.7. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL POR ESPALHAMENTO DE RAIOS X A BAIXO
ANGULO - SAXS

O Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) é uma técnica bastante
difundida na caracterizagdo de materiais em solugdo pois fornece informacdes
relacionadas as caracteristicas estruturais em escala nanomeétrica (GLATTER; KRATKY,
1982).

A Figura 24 mostra os perfis de SAXS relacionando a intensidade de
espalhamento (I(g)) em funcédo do modulo do vetor de espalhamento (q) obtidos para as
amostras GA e GN em regime diluido (0,1% m/m), solubilizadas em NaCl 1,0 mol L* para
minimizar os efeitos de interacdo intermolecular. Ainda assim, nota-se a presenca de
agregados, principalmente na GN, pelo aumento de intensidade na regido de baixo Q.
Comparando-se as duas amostras € possivel perceber perfis de espalhamento distintos,

entretanto, ambos sédo formados pela contribuicdo de diferentes niveis estruturais.
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FIGURA 24 - PERFIS DE SAXS DAS AMOSTRAS GA E GN (0,1% m/m EM NaCl 1,0 mol L1, 20°C) E
OS RESPECTIVOS AJUSTES PELO MODELO UNIFICADO

O modelo unificado, proposto por Beaucage (1995; 1996), descreve o perfil de
espalhamento de materiais complexos em geral, formados por uma estrutura com
multiplos niveis, sem a necessidade de se definir um fator de forma especifico. Neste

modelo, cada nivel estrutural é caracterizado por uma regido de Guinier (observada nos
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graficos como um ‘ombro’), o qual define o raio de giro (Rg) da particula, somada a um
decaimento com uma lei de poténcia limitada que reflete a natureza da sua superficie. A
equacao geral para o modelo unificado que descreve a intensidade de espalhamento

para cada nivel é:

pe Rg2> / [erf (q Rg/ «/€>]3\|P (13)

)

O primeiro termo refere-se a regido de Guinier, onde G é um fator de escala e Rqg

I(q) = Gexp (—

€ o raio de giro. O segundo termo descreve o decaimento da lei de poténcia, derivada da
lei de Porod, definido pelo expoente P, sendo B o fator de escala especifico para o regime
de decaimento em questdo (BEAUCAGE, 1995, 1996). O coeficiente P fornece
informacdes referentes a organizacdo estrutural e a morfologia da amostra, como
mencionado anteriormente (Figura 6, p.31).

Através dos ajustes realizados de acordo com o modelo unificado, representados
pelas linhas vermelhas na Figura 24, foi possivel obter os valores de Rg € P para cada
nivel estrutural (Tabela 7). Para a amostra GA pode-se notar mais nitidamente a
existéncia de dois niveis estruturais (linhas azul e verde), cada um formado por um platd
seguido de um decaimento com uma lei de poténcia. No caso da GN a transi¢ao entre os
niveis € mais sutil. Por ser mais heterogénea, como ja observado por SEC (Tabela 5, p.
58), o espalhamento resultante da GN inclui a contribui¢do de particulas com uma maior
variabilidade de tamanhos. Por consequéncia, a distincdo de cada nivel estrutural é
dificultada, sendo, portanto, estimado um valor médio com o ajuste de um unico nivel que
se estende por uma faixa mais ampla de g, como pode ser observado pela linha verde
da Figura 24 (GN).

A Figura 25 mostra um comparativo entre os perfis de SAXS das amostras GN e
GN-CR com os respectivos ajustes pelo modelo unificado. Pode-se perceber que as duas
amostras apresentam um comportamento similar, com o possivel ajuste de apenas um

nivel estrutural que se estende por uma ampla faixa de g e uma lei de poténcia na regiao
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de baixo g (g < 0,2 nm?) indicando a formacéo de agregados.
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FIGURA 25- PERFIS DE SAXS DAS AMOSTRAS GN E GN-CR (0,1% m/m, 20°C) E OS
RESPECTIVOS AJUSTES PELO MODELO UNIFICADO

Na Tabela 7 estdo apresentados os valores de P e Rqg calculados através dos
ajustes. De acordo com a representacdo mostrada na Figura 6 (p. 31), os valores de
coeficiente P obtidos indicam que as trés amostras podem ser classificadas como fractais
de massa (1 < P < 3), apresentando apenas uma variagao para o nivel 1 da amostra GA
gue se encontra mais proximo a faixa esperada para fractais de superficie, os quais
apresentam uma estrutura mais densa.

Através dos valores de Rg é possivel estimar a dimensdo de cada um desses
niveis estruturais. No caso da GA foi possivel calcular o valor para os dois niveis. O
primeiro nivel € o menor, com um Rg em torno de 1,5nm, o segundo nivel é
aproximadamente 7 vezes maior do que o primeiro, com um Rg=10,9 nm. Essa
disposicéo dos niveis da GA condiz com a organizacao estrutural em forma de elipsoide
oblato, ja evidenciado em alguns trabalhos para as principais fracdes constituintes da
goma arabica, conforme citado na introducdo (Capitulo 2.1, p. 18) e representado na
Figura 3 (p. 24). Nessa perspectiva, o primeiro nivel, com dimensées menores, refere-se
a espessurad elipsoide, enquanto que o segundo nivel caracteriza a sua dimenséao radial.

No trabalho de Renard et al. (2012) foi realizado um estudo de caracterizagéo estrutural
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da fracdo AGP da goma de A. senegal, eles propuseram um ajuste para as curvas de
espalhamento de néutrons a baixo angulo (SANS) com o modelo de elipsoide triaxial,
resultando em semieixos com dimensdes de 1,2 nm de espessura e 9,4 e 32 nm para 0s
raios em cada direcdo, confirmados por MET. Fazendo um comparativo aparente, pode-
se dizer que os valores de Rg obtidos neste trabalho para a GA equiparam-se aos dados
apresentados por Renard et al. (2012).

TABELA 7 - RAIO DE GIRO (Rg) E EXPOENTE DA LEI DE POTENCIA (P) DAS AMOSTRAS GA E GN
(1,0 mg mlt) CALCULADOS PELO AJUSTE DO MODELO UNIFICADO AS CURVAS DE

SAXS
Nivel 1 Nivel 2
Amostra
Rg (nm) P Rg (nm) P
GA 1.5 2.7 10.9 2.5
GN 6,0 2.5 - -
GN-CR 45 2,5 - -

Para as amostras GN e GN-CR observou-se a definicdo do platé de Guinier de
apenas um nivel. A GN apresentou um Rg =6,0 nm e, assim como observado por
viscosimetria (Tabela 6, p. 63), apds a carboxi-reducao, a GN-CR apresentou dimensdes
um pouco menores, com Rg = 4,5 nm. Nesses dois casos ndo € possivel verificar se 0
nivel 1 observado corresponde ao diametro ou a espessura do elipsoide e nem afirmar
gue existam de fato os dois niveis definidos como observado para a GA. Porém, é
nitidamente perceptivel que para essas duas amostras h4 uma maior tendéncia a
associacdo e a formacédo de agregados maiores, como observado pelo aumento de
intensidade na regiao de baixo .

A Figura 26 mostra o efeito do aumento da concentracao das solu¢gbes aquosas
de GA e GN nos perfis de SAXS. Pode-se verificar a formacao de um pico de correlagcéo
cujo valor maximo se desloca para maiores valores de g com o0 aumento da concentracao
de goma. O respectivo comportamento é tipicamente observado em solugdes de
polieletrolitos e estd relacionado com a estrutura formada pela rede polimérica em

solucdo (COMBET et al., 2011; NISHIDA et al., 2002; POPA-NITA et al., 2009). Essa
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organizagdo estrutural é resultante de um balanco entre as diversas forcas
intermoleculares atuantes no sistema, como ligacdes de hidrogénio, interacbes
hidrofobicas e interacfes eletrostaticas. A GA apresenta esse perfil de uma forma mais
periodica com o aumento da concentracdo, enquanto que para a GN, observa-se a
formacdo de um pico largo, menos intenso e com uma certa irregularidade com a
concentracéo. Isso indica a presenca de diferentes organizagdes estruturais na amostra,

com distancias interparticulas distintas, devido a sua grande disperséao de tamanhos.
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FIGURA 26 - PERFIS DE SAXS PARA DIFERENTES CONCENTRAGOES DE GA (0,1 A 40,0% m/m)
E GN (0,1 A 30,0% m/m). AS FLECHAS INDICAM O AUMENTO DA CONCENTRAGAO

De acordo com a equacgédo 2 o fator interferéncia ou estrutura (S(q)) para as
diferentes concentracbes de GA e GN foi calculado dividindo-se a intensidade de
espalhamento (I(q)) normalizada pela concentracdo pelo fator de forma (P(Qq)),
determinado experimentalmente em regime diluido, onde ndo ha interacbes entre as
particulas e S(q) = 1. Como as curvas obtidas para a GA e GN em regime diluido (Figura
24) apresentaram certa agregacdo, a aproximacao S(q) = 1 ndao é exata e,
consequentemente, os valores de S(g) na regido de g<0,1nm?! podem estar

ligeiramente superestimados. Os resultados estdo apresentados na Figura 27.
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FIGURA 27 - FATOR INTERFERENCIA CALCULADO PARA AS DIFERENTES CONCENTRACOES
DE GA E GN

A analise do fator interferéncia pode fornecer informacdes interessantes sobre a
natureza das interagdes entre as particulas. Em sistemas monodispersos e com uma
interface bem definida o ajuste baseado em modelos tedricos e aproximacdes
matematicas pode ser adequadamente obtido (GLATTER; KRATKY, 1982; STRIBECK;
SMARSLY, 2005). No caso da goma arabica, essa analise torna-se bastante complicada
devido a grande complexidade estrutural da amostra, sua natureza heterogénea e a
interface difusa com relacédo ao meio. No entanto, é possivel extrair algumas informacdes
baseadas no perfil de S(q) obtido.

A regido de g tendendo a zero reflete o potencial de interacéo entre as particulas,
interacOes repulsivas refletem em valores de S(g—0) menores do que 1 enquanto que
interacOes atrativas apresentam S(g—0) maiores do que 1 (TARDIEU et al., 1999). Dessa
forma, verifica-se pela FIGURA 27 que a organizacgao estrutural da GA e GN apresenta
predominantemente interacdes repulsivas (S(q—0) < 1) a longo alcance, mas com uma
tendéncia a aproximar-se de 1. Esse perfil € mais evidente para a GA, seu maior carater
repulsivo (menores valores de S(q)) € reflexo do maior teor de acidos urdnicos presentes
na sua estrutura em comparacédo com a GN (Tabela 4, p. 54).

O valor de g referente ao ponto maximo do pico em S(g) esta associado ao
comprimento de correlacdo ou distancia média entre as particulas de acordo com a Lei
de Bragg (d = 2m/q.m4,) (STRIBECK, 2007). Para a GA foi possivel identificar um ponto
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méaximo nos perfis de S(g) das concentracdes de 2,0 e 5,0% (m/m), correspondendo a
uma distancia média entre as particulas de 27 e 22 nm, respectivamente. Acima destas
concentracdes observa-se o deslocamento para maiores q’s e a contragao do pico de
correlacéo indicando a aproximacao e o contato entre as particulas (FUKASAWA; SATO,
2011). Os perfis de S(q) da GN nédo apresentaram picos bem definidos devido a sua
grande dispersao de tamanhos, 0 que resulta em uma organizacdo estrutural com uma
grande variabilidade de distancias entre particulas e possivelmente devido a sua maior

tendéncia a agregacédo, como ja discutido anteriormente.

5.8. CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES DINAMICAS POR
ESPECTROSCOPIA DE FOTOCORRELACAO DE RAIOS X - XPCS

A técnica de XPCS tem se mostrado adequada para o estudo de processos
dindmicos em materiais poliméricos e suspensdes coloidais, pois como utiliza um feixe
de raios X, permite analisar materiais opacos a luz e explorar escalas nanométricas
(GRUBEL; ZONTONE, 2004).

Algumas limitagdes experimentais, porém, precisam ser contornadas para
adequar a amostra a essas condi¢cdes. Uma das limitacfes é o intervalo de tempo minimo
entre duas imagens consecutivas, restringido pelo tempo de exposi¢cao necessario para
coletar dados estatisticamente adequados para a respectiva amostra e pela taxa de
atualizacdo do detector. Atualmente, com os detectores disponiveis no mercado que
apresentam uma area de deteccdo adequada para a analise de XPCS, é possivel analisar
processos dindmicos na faixa de até milissegundos, limite que muito em breve deve ser
transposto pois € uma area que esta em constante desenvolvimento em busca de
detectores mais eficientes. Outra limitacdo, principalmente quando se trata de materiais
poliméricos, esta relacionada com a degradacdo da amostra causada pelo feixe de alta
intensidade. Esse dano pode ser minimizado reduzindo-se o tempo de exposi¢céo da
amostra ao feixe, no entanto, alguns desses materiais, como é o caso da goma de acacia,

apresentam baixo contraste de densidade eletrbnica em relacdo ao meio e
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consequentemente uma baixa intensidade de espalhamento, dificultando a coleta de
dados (LEHENY, 2012; SHPYRKO, 2014).

Para viabilizar a andlise das gomas de acacia por XPCS, tendo em vista essas
limitagcbes, foram estabelecidas algumas condi¢cdes experimentais. As faixas de
concentragdo das solugdes de GA e GN, 10 a 40% (m/m) e 15 a 30% (m/m),
respectivamente, foram definidas de modo a ajustar o tempo de decaimento da amostra
aos limites de intervalo de tempo mensuraveis pelo detector. Nessas concentracdes a
amostra GA apresenta-se viscosa, mas ainda fluida enquanto que a GN se encontra com

um aspecto de gel, como pode ser visualizado na Figura 28.

FIGURA 28 - ASPECTO MACROSCOPICO DAS AMOSTRAS GN 20% E GA 40% EVIDENCIANDO A
DIFERENCA NA VISCOSIDADE DAS SOLUCOES

A questdo do baixo contraste foi contornada adicionando ao sistema
nanoparticulas de ouro (AuNPs) para atuar como uma sonda e aumentar a densidade

eletrbnica da amostra. Assim, a intensidade de espalhamento € maior e possibilita a
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coleta de dados estatisticamente significativos em um menor tempo de exposi¢cdo ao
feixe, minimizando a degradac¢éo dos polissacarideos.

Excepcionalmente, para as amostras GA e GN mais concentradas (GA 40 % e GN
25 % m/m) foi possivel coletar dados com uma relacao sinal-ruido relativamente alta sem
a presenca das nanoparticulas de ouro em solugdo. Assim, foi possivel determinar as
funcBes de autocorrelacdo para essas amostras (Figura 29), porém, somente para a
regido de baixo g, onde a intensidade de espalhamento € mais alta, mas também ha uma
maior interferéncia de agregados na analise. De qualquer forma, esses resultados séo
importantes pois, apesar de apresentarem oscilagdes consideraveis devido as limitagbes
citadas acima, indicam que, em média, as fun¢des de autocorrelacdo calculadas para as
amostras contendo as nanoparticulas (curvas em preto) decaem em um tempo
equivalente, ou muito préximo do observado para as amostras puras (curvas em azul e
vermelho). Confirmando entdo, que a dindmica revelada pelas nanoparticulas reflete
realmente a dindmica das cadeias de goma de acacia em que estdo imersas, validando

a metodologia utilizada.
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FIGURA29- FUNGCOES DE AUTOCORRELAGAO g: (g = 0.03 nm?) PARA AS AMOSTRAS
GA 40% (m/m) E GN 25% (m/m) COM E SEM A PRESENCA DE NANOPARTICULAS DE
OURO

A sintese das AuNPs utilizando a goma de acacia (GA) como agente estabilizante

foi escolhida visando minimizar possiveis efeitos de segregacao entre as nanoparticulas
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e as gomas de acacia, resultando em dispersées mais homogéneas. A sintese, realizada
de acordo com De Barros et al. (2016) foi acompanhada por espectroscopia UV-Vis
(Figura 30) através do aparecimento da banda de ressonancia plasmoénica (SPR)
(A =520 a 540 nm), caracteristica da formacdo de nanoparticulas de ouro. Com a
consecutiva adigdo do agente redutor (NaBH4), observa-se a mudancga de coloragéo da
solugcéao do amarelo para o vermelho escuro, como observado na regidao em destaque da
figura.

No decorrer da sintese € observado um deslocamento da SPR para menores
comprimentos de onda. E bem estabelecido que a SPR reflete as caracteristicas das
nanoparticulas como tamanho, forma e estado de agregacdo (BOHREN; HUFFMAN,
1998). A SPR em A =520 nm, observada no final da sintese, indica que as AuNPs

formadas estdo na escala nanométrica. O perfil de sintese obtido € bastante similar ao ja
reportado por De Barros et al. (2016).
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FIGURA 30 - ESPECTROS DE~ABSORQAO UV-VIS DA FORMACAO DAS AuNPs NA PRESENCA DE
GA PELA ADICAO PERIODICA DE NaBHs (INDICADO PELA SETA): INSERCAO
ASPECTO VISUAL DA SOLUCAO NO INICIO E NO FINAL DA SINTESE

A Figura 31 mostra uma imagem de MET das AuNPs sintetizadas na presenca
de GA. Pode-se observar que as AuNPs se encontram bem dispersas e apresentam
majoritariamente um formato esférico. O diametro calculado foi de 5,0 £ 1,2 nm, como
uma média de 200 objetos analisados.
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FIGURA 31- IMAGEM OBTIDA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DAS AuNPs
SINTETIZADAS NA PRESENCA DE GA

O tamanho e forma das AuNPs na presenca de GA também foram analisados
por SAXS. O perfil de espalhamento obtido e o ajuste correspondente estdo
apresentados na Figura 32. A intensidade de espalhamento, nesse caso, é dominada
pelas nanoparticulas de ouro devido ao seu maior contraste de densidade eletrnica e a
baixa concentracdo de GA em solucéo. O ajuste foi realizado com um modelo baseado
no fator de forma esférico com um certo grau de dispersdo em tamanho (distribuicdo log-
normal) e uma lei de poténcia na regido de baixo q que pode estar relacionado com a
presenca de agregados (ILAVSKY; JEMIAN, 2009). O diametro médio obtido pelo ajuste
foi de 4,8 + 0,8 nm, muito proximo do valor determinado por MET.
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FIGURA 32 - PERFIL DE SAXS DAS AuNPs E O RESPECTIVO AJUSTE MATEMATICO (LINHA
VERMELHA)

A analise de DLS foi realizada com o intuito de calcular o tamanho das AuNPs
considerando o recobrimento com as cadeias de GA, ou seja, o raio hidrodinamico médio
(Rn) das particulas como um todo. A Figura 33 mostra os resultados de Rn das AuNPs na
presenca de GA, que apresentam uma distribuicdo relativamente ampla devido a
dispersdo das gomas de acacia e com um ponto maximo em torno de 39 nm,

evidenciando assim o recobrimento da GA ao redor das AuNPs.

Frequéncia (%)
H
L

0 —7ftr r r - r -1t 1t 17T
0 25 50 75 100 125 150 175 200
R, (nm)

FIGURA 33 - CURVA DE DISTRIBUICAO DO RAIO HIDRODINAMICO (Rn) DAS AuNPs
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Medidas de potencial zeta revelaram uma carga superficial negativa para as
AuNPs, com ¢ =-17.1 + 5.2 mV. A origem da carga negativa possivelmente provém dos
grupos acidos presentes na estrutura da goma de acacia que também contribuem para a
estabilizacdo das nanoparticulas via repulséo eletrostatica.

A Figura 34 mostra um exemplo dos perfis de SAXS obtidos para uma dispersao
de GA (40% m/m) e uma de GN (25% m/m) contendo as AuUNPs, comparativamente com
os perfis individuais das AUNPs e das solu¢cdes de GA (40% m/m) e GN (25% m/m) puras.
Pode-se observar que a intensidade de espalhamento na regido de baixo g (q < 0.7 nm-1)
€ dominada pelas AuNPs. Analisando essa regido, também é possivel afirmar que as
AuNPs se mantém estaveis na disperséo e que a adicdo de GA ou GN nédo provocam a
sua agregacdo. Na regido de alto g (q > 1,0 nmt) observa-se perfis distintos para as duas

amostras pois o espalhamento é dominado pela presenca das gomas de acécia.
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FIGURA 34 - COMPARAGCAO ENTRE OS PERFIS DE SAXS DAS AuNPs, DAS SOLUC(N)ES~DE GA
(40%) E GN (25%) E DAS DISPERSOES FINAIS FORMADAS PELA COMBINACAO DAS
AuNPs + GA 40% OU GN 25%

Na Figura 35 pode-se visualizar uma foto do porta-amostras com os capilares
contendo as amostras de AuUNPs e as dispersdes AuNPs + GA 40% e AuNPs + GN 25%
onde verifica-se que predomina a cor da solucdo concentrada das AuNPs (vermelha

escura tendendo a preta) e visualmente a aparéncia das amostras ndo se altera

significativamente.
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FIGURA 35 - ASPECTO VISUAL DOS CAPILARES CONTENDO AS AMOSTRAS AuNPs, AuNPs + GA
40% E AuNPs + GN 25% (DA ESQUERDA PARA A DIREITA)

A influéncia das gomas de acécia na regido de q > 1,0 nm pode ser claramente
visualizada na Figura 36. Com o aumento da concentracdo de goma na dispersao
observa-se uma oscilagdo na intensidade de espalhamento nessa regido de alto q,
enquanto que na regidao de baixo q o perfil ndo se altera significativamente, pois é

dominado pelo espalhamento das AuNPs.
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FIGURA 36 - COMPARACAO ENTRE OS PERFIS DE SAXS DAS DISPERSOES DE AuNPs
CONTENDO CONCENTRAGCOES CRESCENTES DE GA (ESQUERDA) E GN (DIREITA)
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A anélise de XPCS foi realizada na regiao de baixo g, que €, portanto, dominada
pelo espalhamento das AuNPs. Porém, como evidenciado na Figura 29 (p. 84), o
movimento rastreado pelas nanoparticulas reflete a dinamica das gomas de acacia em
gue estdo imersas.

A Figura 37 mostra a série de fun¢des de autocorrelacédo de intensidade (gz(q,t))
em g = 0,059 nm obtidas para a GA e GN em diferentes concentracdes. Observa-se que
as funcdes de autocorrelacdo apresentam amplitudes e tempos de decaimento
caracteristicos que aumentam conforme aumenta-se a concentracdo de goma ha
disperséo. Os simbolos X representam a medida para a dispersao das AuNPs somente
em agua, mostrando a auséncia de correlacdo na regido analisada devido ao rapido

movimento das nanoparticulas em solventes de baixa viscosidade.
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FIGURA 37 - FUNGCOES DE AUTOCORRELAGAO DE INTENSIDADE (g2) EM g = 0,059 nm PARA AS
AuNPs EM CONCENTRACOES CRESCENTES DE GA (ESQUERDA) E GN (DIREITA).
A LINHA PONTILHADA REPRESENTA O VALOR DO CONTRASTE MEDIDO COM UMA
AMOSTRA ESTATICA (AEROGEL) E OS SIMBOLOS X REPRESENTAM A MEDIDA DAS
AuNPs EM AGUA (LINHA DE BASE)

Todas as fungdes de autocorrelacdo obtidas foram satisfatoriamente ajustadas

com a forma de um decaimento exponencial alongado de acordo com a equagéao:

g2(q,t) =1+ b[Aexp(—(t/r)[”)]2 (14)
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onde t € 0 tempo de relaxacdo caracteristico, € o expoente que caracteriza o formato
do decaimento exponencial, b € chamado de fator de Siegert (b = 0,12) e foi determinado
através da medida de um aerogel, sendo que 1 +b representa a amplitude maxima
mensuravel na respectiva configuracéo experimental (representada pela linha pontilhada
na Figura 37) e A é o fator de ndo-ergodicidade que corresponde a uma medida da
amplitude em tempos curtos.

Os melhores ajustes de g2(q,t) usando a equacéo 14 (linhas continuas da Figura
37) resultaram em valores de 8 variando, da menor para a maior concentracdo de goma,
entre 1,4-16 e 1,0-1,4, para a GA e GN, respectivamente. Valores de f>1
caracterizam um decaimento exponencial achatado, indicando o desenvolvimento de um
decaimento mais rapido do que o exponencial, divergente de um comportamento
puramente difusivo, com o aumento da concentracéo de GA ou GN na dispersao.

Outra caracteristica comumente observada nesses sistemas hiperdifusivos é
uma relacdo inversa entre T e o0 mddulo do vetor de espalhamento g (z ~q?t * 21),
igualmente observado para a GA e GN na faixa de concentracdo analisada, como
mostrado na Figura 38. Funcdes de autocorrelacdo achatadas com 7 ~g* tem sido
observadas em diversos sistemas coloidais, como emulsdes, géis e suspensdes
(BANDYOPADHYAY et al., 2004; CIPELLETTI et al., 2000, 2003; CZAKKEL; MADSEN,
2011; GUO et al., 2011, 2007; HERZIG et al., 2009; RANKA et al., 2015; RUTA et al.,
2014). Embora ainda nado esteja totalmente elucidado, esse comportamento tem sido
descrito na literatura como um movimento do tipo balistico e € decorrente de deformacgdes
elasticas na estrutura do material, em resposta a pontos de tenséo formados localmente
e dispostos de maneira heterogénea na amostra (BOUCHAUD; PITARD, 2001;
CIPELLETTI et al., 2003).
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FIGURA 38 - TEMPO DE RELAXAGAO CARACTERISTICO (T) EM FUNGCAO DO MODULO DO VETOR
DE ESPALHAMENTO q PARA AS AuNPs EM CONCENTRAGCOES CRESCENTES DE
GA (ESQUERDA) E GN (DIREITA). AS LINHAS REPRESENTAM O AJUSTE LINEAR
COM COEFICIENTE ANGULAR ENTRE 0,9 — 1,1

Salvo essas similaridades ja relatadas (relacao inversa entre T e g e valores de
B > 1), as amostras GA e GN apresentam uma diferencga significativa com relagdo a
fracdo de nao-ergodicidade do sistema observada pela amplitude em tempos curtos.
Retornando a Figura 37 pode-se notar que, ao contrario da GA, a GN apresenta valores
de amplitude bem abaixo do contraste total, representado pela linha pontilhada. Essa
amplitude ausente indica que a amostra exibe também um decaimento parcial mais
rapido, atingindo um segundo platd em uma regido inacessivel na janela de tempo
observada, sugerindo um processo de decaimento em duas etapas. Esse tipo de
decaimento € encontrado em sistemas concentrados, como géis e suspensdes coloidais
densas, onde o primeiro decaimento (ausente na faixa analisada) pode ser entendido
como um movimento confinado (BANDYOPADHYAY et al., 2004; CZAKKEL; MADSEN,
2011). Seguindo essa ideia, sugere-se que a amplitude ausente esteja relacionada com
um movimento rapido das AuNPs localizado em um certo volume. Assim, 0 espaco
interno permite uma certa movimentacao das nanoparticulas, mas os limites ao redor sao
impostos pelas cadeias da goma devido a incorporacdo das nanoparticulas na
microestrutura da GN.

O grau de confinamento da particula pode ser inferido pelo valor da amplitude de

g2(g,t) em tempos curtos (Figura 37), e o deslocamento quadratico médio ({(¥2)) das
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nanoparticulas dentro desse volume pode ser estimado através do fator de Debye-Waller
(BANDYOPADHYAY et al., 2004; CZAKKEL; MADSEN, 2011):

A = exp(—q*(7*)/6) (15)

A Figura 39 mostra a relacéo entre In(A) em funcéo de g2 para as concentracées
crescentes de GN. Observa-se que o modelo representado na equacédo 15 se ajusta
satisfatoriamente aos dados experimentais permitindo calcular os valores de (#2) que

caracterizam a extensdo do movimento das nanoparticulas dentro da estrutura do gel.
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FIGURA 39 - RELAC}AQENTRE O LOGARITMO NATURAL DA AMPLITUDE DE gz2(q,t) E g? PARA AS
DISPERSOES DE AuNPs EM GN. AS LINHAS REPRESENTAM O AJUSTE OBTIDO
PELA EQUACAO 15

Como esperado, o deslocamento médio das nanoparticulas decai de 45 a 18 nm
com o aumento da concentracdo de GN (Tabela 8), indicando a formacdo de uma

estrutura mais densa e emaranhada com menor espaco entre as cadeias.
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TABELA 8 - VALORES DO DESLOCAMENTO QUADRATICO MEDIO ({(72)}/2) DAS AuNPs EM
CONCENTRAGOES CRESCENTES DE GN CALCULADOS PELO FATOR DE DEBYE-

WALLER
c (% m/m) (¥2)Y/2 (hm)
15 45
20 28
25 23
30 18

A presenca dessas regifes na estrutura da GN, assim como o decaimento da
funcdo de autocorrelagdo em duas etapas € também um indicativo da maior dispersidade
estrutural da amostra em comparacédo com a GA, para a qual esse perfil ndo é observado.

5.9. CARACTERIZACAO REOLOGICA DA AMOSTRA GN

Inicialmente, a analise reoldgica foi realizada para analisar 0 comportamento
viscoelastico das amostras de GN quando expostas a condicdes semelhantes as
submetidas durante o preparo para a anélise de XPCS. A Figura 40 mostra a recuperacao
dos modulos elastico (G’) e viscoso (G”) com o tempo, apds cessar o pré cisalhamento
até y=1000s! (600 s). Pode-se observar que imediatamente apds cessar 0
cisalhamento, G’ tem um aumento abrupto e logo em seguida é atenuado a valores que
se mantém aproximadamente constante até 20 horas de recuperac¢do. Em toda a faixa
analisada observa-se que G’ é superior a G”, evidenciando um comportamento tipico de

gel.
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FIGURA 40- MODULO ELASTICO G' (SIMBOLOS PREENCHIDOS) E MODULO VISCOSO G"
(SIMBOLOS ABERTOS) PARA DIFERENTES CONCENTRACOES DE GN EM AGUA EM
FUNCAO DO TEMPO DE RECUPERACAO APOS O PRE-CISALHAMENTO ATE 1000 s-?
(0=0,01Pa, w=1radl/s, T = 25°C)

A evolucao da razéo entre G”/G’ com o tempo esta apresentada na Figura 41,
indicando também um decaimento abrupto de G”/G’ no inicio e aproximando-se de um
platd indicando o desenvolvimento de um gel mais forte com o tempo. Observa-se
também que, com 0 aumento da concentragdo, a evolugao de G”/G’ até o platd ocorre
mais rapidamente.

As analises reoldgicas foram realizadas somente para a GN, porém, na literatura
€ encontrada a caracterizacdo reoldgica para a goma de acacia comercial. Li et al. (2009)
reportaram um comportamento similar com relagao a recuperagao de G’ e G” da GA (6%)
com o tempo, apds submeter a amostra a diferentes taxas de cisalhamento. ApGs o pré-
shear a 1000 s os autores observaram o aumento abrupto de G’ atingindo um valor

constante de aproximadamente 1,5 Pa ap6s 30 minutos de recuperacao.
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FIGURA41- RAZAO ENTRE O MODULO VISCOSO (G") E O MODULO ELASTICO (G) PARA
DIFERENTES CONCENTRAGOES DE GN EM FUNGAO DO TEMPO DE
RECUPERACAO APOS O PRE-CISALHAMENTO ATE 1000 s (o = 0,01 Pa, w = 1 rad/s,
T = 25°C)

As curvas de viscosidade das solugbes de GN a 15, 20, 25 e 30 % (m/m) no
estado inicial e ap6s o pré-cisalhamento (até y = 1000 s*) seguido de 20 horas de
recuperacdo estdo apresentados na Figura 42 (a) e (b), respectivamente. Observa-se
que todas as amostras apresentam inicialmente um aumento da viscosidade em
diferentes proporcbes seguido de um comportamento pseudoplastico entre
y ~0.03 - 1000 st e uma histerese entre as rampas de ida e volta que se estende por
toda a faixa analisada.

O perfil reologico pseudoplastico é tipicamente reportado na literatura para as
gomas de acacia comerciais (LI et al., 2009; MOTHE; RAO, 1999; SANCHEZ et al., 2002),
no entanto, a GN apresenta um valor de viscosidade inicial expressivamente maior
(~1000 vezes para a concentracdo de 20% m/m) e um comportamento pseudoplastico
mais pronunciado sem a formacédo de um patamar newtoniano até y = 1000 s. Essas
diferencas podem ser relacionadas com a composicdo quimica e estrutural da GN. Como
visto anteriormente, o maior teor proteico da GN (Tabela 4, p. 54) promove um maior
carater associativo entre as fragcbes (AG, AGP e GP) presentes na sua estrutura,
evidenciado por espectroscopia de fluorescéncia (Figura 19, p. 66). Um estudo publicado
por Al-Assaf et al. (2007) mostrou uma evidente relagéo entre o teor da fracdo AGP na
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goma de acacia comercial com o comportamento pseudoplastico da amostra. Os autores
observaram uma maior viscosidade e uma pseudoplasticidade mais evidente nas
amostras que sofreram um processo de maturacdo em comparacdo a goma de acacia
original. Esse processo de maturacdo, sob condi¢cdes controladas de temperatura e
umidade, induz a um aumento do teor da fracdo AGP na amostra devido a associacao
entre as frac6es de menor Mw (AG). Dessa forma, acredita-se que a tendéncia associativa
da GN contribua significativamente para a sua maior viscosidade.

Comparando-se as curvas de viscosidade nos estados inicial (Figura 42a) e ap0s
20h de recuperacédo (Figura 42b) nota-se que ha um aumento da viscosidade inicial (y
entre 0,002 e 0,02 s'1) com o tempo e um comportamento dilatante mais evidente em
funcdo do aumento da taxa de cisalhamento em aproximadamente 0.02 s! para todas as
amostras. O comportamento dilatante seguido de um perfil pseudoplastico é
caracteristico de polimeros associativos (CHASSENIEUX; NICOLAI; BENYAHIA, 2011).
Esse perfil tem sido observado em uma série de polimeros sintéticos (BARMAR,;
KAFFASHI; BARIKANI, 2005; HU; WANG; JAMIESON, 1995; TAN; TAM; JENKINS,
2001; TRIPATHI; TAM; MCKINLEY, 2006; WITTEN, 1988), mas € menos comumente
reportado em polimeros naturais. Alguns exemplos em biopolimeros incluem pectinas
(KI@NIKSEN et al., 2003; KIBNIKSEN; HIORTH; NYSTROM, 2005), amido (KIM et al.,
2002; WANG et al., 2011), mucilagem de Mamaku (GOH et al., 2007; WEE et al., 2014)
e guitosana quimicamente modificada (YALPANI et al., 1983). Para a goma de Acacia
senegal ja foi relatado um comportamento dilatante dependente do tempo para as
solugdes com concentracdo menor que 20,0% (m/m) e em baixas taxas de cisalhamento
(< 1s?t) (SANCHEZ et al, 2002). Um comportamento semelhante também foi
demonstrado para a goma ghatti (KAUR; SINGH; SINGH, 2009)
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FIGURA 42 - CURVAS DE VISCOSIDADE DAS SOLUCOES DE GN (15, 20, 25 E 30%) EM FUNGAO
DO AUMENTO (SIMBOLOS) E DECRESCIMO (LINHAS) DA TAXA DE CISALHAMENTO
(y) NO (A) ESTADO INICIAL E (B) APOS PRE-CISALHAMENTO (ATE 1000 s) SEGUIDO
DE 20 HORAS DE RECUPERAGAO. T = 25°C

Os mecanismos envolvidos na propriedade dilatante de polimeros associativos
ainda estdo em discussdao. No caso de biopolimeros, essa caracteristica tem sido
atribuida a uma transicdo, induzida pelo cisalhamento, das interacdes intramoleculares
para intermoleculares, proposto inicialmente por Witten & Cohen (1985). Eles
demonstraram que o alongamento da cadeia induzida pelo cisalhamento aumenta a
probabilidade de interacdes intercadeias levando a um aumento de viscosidade. A uma
certa taxa de cisalhamento critica, quando a frequéncia de ruptura dessas interacfes
temporérias é alta o suficiente para impedir a formacéo de novas interacdes, observa-se
o0 inicio de um comportamento pseudoplastico. As curvas de viscosidade obtidas para a
GN seguem esse perfil. Com o cisalhamento inicial (pré-cisalhamento) sdo expostos um
maior niumero de grupos funcionais da GN capazes de formar interagfes intermoleculares
via ligacOes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e/ou interacdes hidrofobicas (porcao
proteica). As interacdes entre esses grupos sado responsaveis pelo reforco estrutural
durante o tempo de recuperacao resultando em um aumento de viscosidade.

Na Figura 42b também pode ser notada a formagéo de um segundo evento com
caracteristicas dilatantes em taxas de cisalhamento maiores, variando de ~1 sta ~40 s

da maior para a menor concentracéo de GN, respectivamente, sendo mais evidente para
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a GN 15%. Isso indica que sdo formadas interagdes intercadeias com diferentes
intensidades na estrutura da GN, evidenciando a sua complexidade estrutural.

O comportamento viscoelastico das amostras foi analisado através de varreduras
de frequéncia acompanhando a variagdo dos moédulos G’ e G” dentro da regido
viscoelastica linear, determinada previamente. Os resultados para as amostras GN (15,
20, 25 e 30%) no estado inicial e apés o pré-shear (até y = 1000 s1) seguido de 20 horas
de recuperacgéo estédo apresentados na Figura 43.

Os resultados revelam que todas as amostras apresentam um comportamento
tipico de um gel, com valores de G’ maiores do que G” em toda a faixa de frequéncia
analisada. Ap6s 20 horas de recuperacao a diferenga entre G’ e G” aumenta indicando a
evolucao para um gel mais forte, cuja estrutura é reforgcada pelo aumento das interacées
intermoleculares como citado anteriormente.

No trabalho de Sanchez et al. (2002) é mostrada a evolugdo dos modulos G’ e
G” com o tempo para uma amostra de Acacia senegal (6% m/m). Inicialmente a amostra
apresenta um comportamento tipicamente liquido, com G” > G’ em uma ampla faixa de
frequéncia. Com o passar do tempo os autores observaram uma diminui¢cao na diferenca
entre os moédulos e apés 120 minutos de repouso € observado uma inversao para um
comportamento do tipo gel (G’>G”), com G’ chegando a atingir valores de ~1 Pa apos 20
horas de repouso. Mesmo sendo menos viscosa esses resultados indicam que para a
goma de acéacia comercial também ocorre a formacgéo de uma estrutura com carater gel
com o tempo e que em ambos 0s casos, possivelmente essa evolucéo esta relacionada

com o carater associativo desses polissacarideos.
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FIGURA 43- VARREDURAS DE FREQUENCIA PARA AS SOLUCOES DE GN (15, 20, 25 E 30%) NO

ESTADO INICIAL (AZUL) E APOS PRE-CISALHAMENTO (ATE 1000 s*) SEGUIDO DE

20h DE RECUPERACAO (VERMELHO). G’

SIMBOLOS PREENCHIDOS,

G

SIMBOLOS ABERTOS. AS BARRAS REPRESENTAM O DESVIO PADRAO ENTRE
DOIS EXPERIMENTOS INDEPENDENTES. T =25°C, y=1%

Na regido de média a alta frequéncia (1 a 3 Hz) nos gréficos da Figura 43,

observa-se que o moédulo G’ atinge um valor praticamente independente da frequéncia

aplicada, o qual € chamado de regido do platd elastico, onde o material apresenta um

comportamento tipico de um elastdmero. O valor de G’ nessa regido € chamado de

modulo do platd (Gel) e esta associado a densidade de interagdes entre as cadeias (GUO
et al., 2012; LARSON, 1999; RUBINSTEIN; COLBY, 2003)

Com base nos principios da microreologia, que utiliza o movimento de uma

particula (sonda) para avaliar as propriedades reoldgicas locais do meio em que esta
suspensa (GARDEL; VALENTINE; WEITZ, 2005; SQUIRES; MASON, 2010), também é

possivel calcular o valor de deslocamento quadratico médio ((72)) de particulas imersas
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em um gel através do seu valor de Gel usando a equacéo de Stokes-Einstein generalizada
abaixo, derivada por Mason & Weitz (1995):

kgT
Gep = 61 R (72) (16)
onde kg € a constante de Boltzman, T é a temperatura e R € o raio das particulas. Dessa
forma, utilizando os valores de Gel obtidos pelas varreduras de frequéncia para a GN
(Figura 43) e o raio das AuNPs calculado por SAXS (Figura 32, p. 87) calculou-se o (i*2)
nas diferentes concentragcdes de GN.

Assim, € possivel fazer um comparativo entre o valor de (7?) obtido pela
observacdo em uma escala microscopica através da técnica de XPCS com o (7?)
estimado através de uma consideracdo macroscoépica pelo comportamento elastico do
material caracterizado por reologia. A Figura 44 apresenta esse comparativo em funcao
da concentracédo de GN.

Observa-se que os resultados previstos por reologia nessas condi¢cdes estimam
um movimento menos restrito do que o monitorado por XPCS pelo deslocamento das
AuNPs nesse meio. O valor de (#2)/2 obtido por reologia para a GN 15% é
aproximadamente 1,8 vezes maior (insercdo da Figura 44) do que o determinado por
XPCS, mas a medida que a concentracdo de GN na dispersdo aumenta os valores se
aproximam e ha uma melhor correlacéo entre as duas técnicas.

Na literatura ainda sdo encontrados poucos trabalhos que fazem essa
comparacao direta entre XPCS e reologia baseados em consideracfes similares. As
associacdes mais precisas relatadas envolvem o estudo de géis coloidais (ANGELINI et
al., 2014; GUO et al., 2010, 2011). Com relacéo a sistemas poliméricos, tendo em vista
a grande complexidade estrutural das gomas de acacia, pode-se afirmar que esses
resultados apresentam uma boa convergéncia em comparagdo a outros trabalhos
apresentados na literatura que fazem uma comparacéao similar, porém, utilizando dados
dindmicos obtidos por DLS (SPRAKEL et al., 2008; VAN DER GUCHT et al., 2003).

Diferentemente desses outros trabalhos, em que os autores observaram uma diminui¢cao



102

no grau de correlagdo com o aumento da concentracéo, no caso da GN observamos uma

relacao inversa.
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FIGURA 44 - DESLOCAMENTO QUADRATICO MEDIO ((#?)/?) DAS AuNPs EM FUNGCAO DA
CONCENTRACAO DE GN CALCULADO POR XPCS E POR REOLOGIA. INSERCAO:
RAZAO (72)? . 1o gial (F2)/? pcs EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO DE GN

Um possivel argumento para justificar essa tendéncia em funcdo da
concentragdo esta relacionado ao raio da particula utilizado na equagéo 16 para estimar
o deslocamento baseado nos dados reolégicos. No calculo, foi considerado somente o
raio das AuNPs, pois dominam a intensidade de espalhamento na regido de g analisada
por XPCS e pela sua camada de estabilizacdo ser equivalente ao meio em gque esta
dispersa. Assim, ndo havendo distingcdo entre eles, a goma de acéacia da camada de
estabilizacdo pode ser considerada como parte do meio dispersante. A natureza da
interacdo entre as AuNPs e a goma de acécia ainda ndo estd bem estabelecida. No
entanto, as AUNPs apresentam uma boa estabilidade com relacédo a variacdo de pH do
meio (DE BARROS et al., 2016) e mantém um perfil de espectro UV-Vis semelhante
(Figura 30, p.85) por pelo menos dois meses apos a sintese (dados ndo apresentados),
sugerindo que a goma de acacia € um agente estabilizante eficaz e que ocorre uma

interagéo efetiva entre elas.
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Outra evidéncia dessa eficiéncia de estabilizacdo da goma de acécia pode ser
considerada pelo comparativo entre o comportamento de AuNPs recobertas com outros
agentes estabilizantes, os quais também foram testadas para os experimentos de XPCS.
As AuNPs estabilizadas com citrato (Nanopartz®, AC11-10-CIT) apresentaram agregacao
irreversivel quando adicionadas as solu¢des de GN, impossibilitando a sua utilizagéo
como sonda. Também foram testadas AuNPs funcionalizadas com metoxi-poli(6xido de
etileno) (PEO-tiol, Mn = 800 e 2000 g mol?) que, por apresentarem uma cadeia mais
longa, atuam por estabilizacdo estérica. Nesses casos, ndo ocorreu a agregacao
irreversivel das AuNPs quando adicionadas as solucdes de GN, porém, verificou-se um
ordenamento preferencial das nanoparticulas na disperséo através da formacdo de um
pico no perfil de SAXS (fator estrutura), como mostrado na Figura 45 para as dispersoes
de GN 25%. Por apresentarem essa interacao preferencial também nao séo viaveis para

utilizagdo como sonda.

I(q) (u.a.)

AuNP_PEO(800)
AuNP_PEO(2000)

q|-- - - AuUNP_PEO(800) + GN 25%
i|- - - - AUNP_PEO(2000) + GN 25%

0.1 1
q (nm™)

FIGURA45- PERFIS DE SAXS PARA AS AuNPs FUNCIONALIZADAS COM PEO (Ma = 800 e
2000 g mol 1) E DAS DISPERSOES FORMADAS COM GN 25% (m/m)

O comportamento distinto das AuNPs estabilizadas com a goma de acacia em
comparacao aos outros agentes estabilizantes sugere que essa estabilizacdo é efetiva e

possivelmente uma camada se mantém adsorvida na superficie das nanoparticulas
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mesmo quando dispersas nas solugdes mais concentradas de GN. Com base nessas
evidéncias calculou-se o raio da particula que corresponde aos valores de Gel obtidos por
reologia e de (72) calculados por XPCS, utilizando a equacao 16. Foram obtidos valores
de raio de 8, 6, 5 e 5 nm para as dispersbes de GN 15, 20, 25 e 30%, respectivamente.
Essa diminuicdo no raio da particula com o aumento da concentracao faz sentido se
considerarmos uma contracdo nas cadeias de goma de acéacia presentes na camada de
estabilizacdo devido a pressao exercida pelo aumento da concentracdo do meio ao redor.
Esse efeito justifica a maior diferenca entre os valores de (72) calculados para a menor
concentracédo de GN. Analisando os valores calculados, observa-se que com o aumento
da concentracdo o raio tende para um valor em torno de 5 nm. Cabe lembrar que
aproximadamente 2,4 nm (Figura 31, p. 86 e Figura 32, p. 87) correspondem ao raio
somente das AuNPs (observado por MET e SAXS), portanto, 2,6 nm correspondem a
camada de goma adsorvida. Analisando as dimensdes obtidas para a estrutura da GA
obtida por SAXS (Tabela 7, p.79), observa-se que o nivel 1, correspondente a espessura
do elipsoide, apresenta um Rg em torno de 1,5 nm. Considerando que a interacdo ocorra
de modo que essa face do elipsoide contribua para o raio da particula e que ha a interacao
de uma Unica camada na superficie, as particulas resultantes teriam aproximadamente
54 nm (2,4 + 1,5+ 1,5nm) de espessura, uma aproximacao bastante satisfatoria aos
valores calculados pela equacéo.

Essa conexdo entre as duas técnicas é um resultado importante para a validacéo
da aproximacdo tedrica envolvida na equacao 16 e enfatiza a potencialidade da técnica
de XPCS para ser utilizada de acordo com os principios da microreologia. Com relacdo
a amostra GN verificou-se que nas concentra¢des analisadas a dindmica investigada em
escala microscépica se relaciona com o comportamento elastico do material, indicando

que as caracteristicas do gel formado se estendem pelos diferentes niveis estruturais.
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6 CONCLUSOES

A goma de acacia comercial (GA) e a goma de acacia negra (GN) sdo compostas
pelas mesmas unidades monossacaridicas, mas diferem com relacéo aos teores destas
unidades, ao teor proteico e a distribuicdo das suas fracdes de arabinogalactanas (AG),
arabinogalactanas-proteina (AGP) e glicoproteinas (GP).

Comparativamente, a GA é mais homogénea e possui uma estrutura de maior
massa molar disposta em uma conformagdo com menor volume hidrodinamico (menor
[n] e menor Rg), sugerindo uma estrutura mais compacta, favorecida pelo maior teor de
ramnose na amostra. A GN é composta por populacdes distintas com diferentes massas
molares. Ela possui um maior grau de ramificacdo, que aliado a presenca de acidos
urbnicos resultam em uma estrutura mais rigida, ocupando um maior volume
hidrodindmico. Os grupos acidos tém papel fundamental nessa rigidez mesmo na
presenca de contra-ions (NaCl 1,0 mol L?). Quando esses grupos sdo minimizados
(amostra GN-CR) a [n] se reduz a metade indicando que a estrutura se compacta em um
menor volume hidrodinamico.

O efeito eletrostatico dos grupos ionizaveis € minimizado na presenca de NacCl
em solucéo, observado pelo potencial zeta proximo a zero. O aumento da forca ibnica do
meio favorece a formacao de dominios hidrofébicos na estrutura, efeito que é mais
pronunciado para a GN, apesar da sua estrutura mais rigida. Isso se da pelas
caracteristicas da fracéo proteica, que é mais abundante nessa amostra e esta distribuida
em fracBes de menor massa, difundindo-se mais facilmente na solucéo e contribuindo
para essa associacao.

A diferenca no grau de rigidez da estrutura da GA e GN também é observada
pela variacdo do pKa. A maior flexibilidade estrutural da GA permite uma maior
reorganizagdo conformacional com o aumento da concentragcdo, apresentando uma
maior variacao no equilibrio de dissociagéo dos grupos acidos, reflexo do ambiente a que
estdo expostos. Essa reorganizacdo conformacional € induzida pela associacdo
cooperativa entre as cadeias relacionada a um processo de micelizagdo. A GN, apesar

de ser menos susceptivel a essa variagdo, apresenta os menores valores de pKa. Essa
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maior acidez é devido ao seu maior teor proteico e maior disponibilidade dos grupos
doadores de elétrons (aminoacidos basicos), contribuindo para a estabilizagdo dos
anions carboxilatos formados.

A GA e a GN sao formadas pela presenca de diferentes niveis estruturais. Para
a GA, foi possivel identificar dois niveis condizentes com a forma de um elipsoide oblato.
A GN apresenta uma distribuicdo de tamanhos mais ampla e uma maior tendéncia a
agregacdo, dificultando a definicdo de cada nivel estrutural. Com o aumento da
concentracdo em solugcéo ocorre uma organizacdo e interacao intercadeias, observada
pela formagéao de um pico de correlagao.

A GA atua como um agente estabilizante efetivo na sintese de nanoparticulas de
ouro, mantendo-as estaveis nas dispersodes e possibilitando o seu uso como sonda nas
analises de XPCS. A dinamica rastreada pelas AuNPs reflete o comportamento dinamico
das cadeias de GA e GN em que estdo imersas. O decaimento das funcdes de
autocorrelacao de intensidade da GA e GN caracterizam um movimento nao-difusivo,
referente a relaxacéo de pontos de tensao formados na estrutura desses materiais. Para
a GA esse processo de relaxacdo mostra que as AuNPs estdo imobilizadas na sua
estrutura e, portanto, que as distancias entre as cadeias de GA sdo menores do que o
diametro das AuNPs. A GN por sua vez apresenta um decaimento em duas etapas
caracteristico de um movimento confinado. Nesse caso, a maior rigidez estrutural delimita
a formacédo de intersticios maiores na sua estrutura, grandes o suficiente para que as
AuNPs difundam livremente dentro de um certo limite, cujo volume diminui a medida que
se aumenta a concentracdo de GN em solucdo, confirmado pelos valores de (7?2)
calculados.

A GN nas concentra¢@es de 15 a 30% apresenta um comportamento tipico de
gel, cuja forca é aumentada quando este permanece em repouso. Ela também possui um
comportamento pseudoplastico. Avaliando o comportamento de fluxo da GN apds um
pré-shear e repouso de 20 horas, observa-se a presenca de dois eventos dilatantes (um
inicial e um em maiores taxas de cisalhamento) dentro do perfil pseudoplastico do
polissacarideo, caracteristicos de polimeros associativos. Essa caracteristica dilatante é

ocasionada por um reforco estrutural promovido pelo aumento de interacbes
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intermoleculares via ligacdes de hidrogénio, interagBes eletrostaticas e/ou interacdes
hidrofobicas.

Através dos valores do médulo do platd (Gel), determinado pelas varreduras de
frequéncia, foi possivel estimar o (72) de nanoparticulas difundindo nesse meio. Obteve-
se uma boa correlacédo entre os valores de (%) calculados por XPCS e por reologia,
demonstrando uma conexao precisa entre a dinamica em escala microscopica com o
comportamento reolégico macroscopico. Essa associacao direta entre as duas técnicas
foi demonstrada apenas em poucos trabalhos e, segundo o nosso conhecimento, é a
primeira vez relatada em um sistema polimérico natural com essa complexidade
estrutural. Pelo comparativo entre as duas técnicas também se sugere que as AuNPs
mantém uma interacdo estavel com a GA mesmo quando dispersas em altas
concentracbes de GN e que o didmetro efetivo das nanoparticulas é resultante do
didametro das AuNPs somado a espessura do elipsoide (Nivel 1) da GA, considerando o
recobrimento por uma monocamada.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram a grande complexidade
que envolve as gomas de acacia em geral e evidenciam a heterogeneidade estrutural
recorrente entre as gomas provenientes de diferentes espécies. Acompanhando-se a
literatura dos ultimos anos envolvendo esse tema certifica-se de que houve uma
significativa evolucdo na caracterizacdo desses materiais, porém, a grande variabilidade
recorrente imp0e a necessidade de se analisar detalhadamente cada uma delas de modo

a poder explorar as suas propriedades especificas.
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