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RESUMO

As galactomananas sao polissacarideos constituidos por uma cadeia principal de D-
manopiranose unidas por ligagéo (3-(1—4) e ramificagbes D-galactopiranose a-(1—6).
A oxidacao seletiva do C-6 promovida pelo reagente 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil
(TEMPO) é uma forma de modificar e promover caracteristicas e funcionalidades
diferentes a esta molécula. Neste trabalho foi realizado a oxidagao seletiva com
reagente TEMPO das galactomananas de alfarroba e guar, com 5 graus diferentes de
oxidagao, determinados a partir do consumo de NaOH durante a reacéo. A oxidagao
foi confirmada através da caracterizagao por Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)
e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), onde foi observada a presenca de aldeidos
nos graus de oxidagao intermediarios. A partir dos dados obtidos pela metodologia de
cromatografia liquida de alta eficiéncia por troca i6nica acoplada a detecg¢ao por
amperometria pulsada (HPAED-PAD) a razdo de Manose/Galactose foi determinada
sendo para alfarroba nativa e seus derivados oxidados 1, 2, 3, 4 e 5 de 3,8/1, 2/1,
1,91, 1,71, 1,5/1 e 3,9/1. Para a guar e seus derivados oxidados 1, 2, 3, 4 e 5 os
valores sao de 1,2/1, 1,6/1, 1,5/1, 1,6/1, 1,5/1 e 5,4/1. Estes dados demonstraram que
ha uma preferéncia em oxidar a manose e posteriormente a galactose durante a
reacao. As propriedades macromoleculares e hidrodindmicas das galactomananas
nativas e oxidadas foram obtidas através da analise por cromatografia de exclusao de
tamanho (SEC). Os valores de massa molar (Mw), viscosidade intrinseca [n], raio de
giragao (Rg) e comprimento de persisténcia (Lp) diminuiram com o aumento do grau
de oxidagdo em ambas as galactomananas. Para a alfarroba nativa os valores foram
de respectivamente 2,7x10% g.mol', de 4,9 dL.g", 35 nm, 6,15 nm. Na amostra 4 estes
valores foram de respectivamente 0,43x10° g.mol!, 0,6 dL.g", 9 nm e 2,50 nm. Os
valores de Rgforam calculados a partir da equagao de Flory-Fox, usando informacgdes
do viscosimetro, e o Lp pela formula para cadeias semi-flexiveis ou ‘worm like”. A
mesma redugao nos parametros macromoleculares também pode ser observada
comparando-se a guar nativa com as amostras 1 a 5, devido ao fato das cargas
presentes nas galactomanas oxidadas gerarem uma repulsdo entre as moléculas e
consequentemente diminuirem a tendéncia ao entrelagamento e agregacgédo entre
essas. Os valores de Mw, [n], Rq, Lp foram, respectivamente, para a guar nativa e
amostra 5 de 2,4x10° g.mol" e 0,56 x10° g.mol", 2,0dL.g'e 0,5dL.g™", 25 nm e 10,0
nm, 4,15 nm e 2,80nm. A oxidagao seletiva com reagente TEMPO se mostrou eficente
para aumentar a flexibilidade da molécula, mesmo com pouco tempo de reagdo. Os
parametros macromoleculares obtidos a partir da técnica de espalhamento de luz
(LS) para as galactomananas nativas e oxidadas foram superiores aos obtidos por
SEC. Este fato evidencia que para as moléculas com tendéncia a agregacao, as
técnicas que ndo sejam influenciadas por esses fatores sdo mais adequadas para
realizar as caracterizagoes.

Palavras chave: Galactomanana 1. Guar 2. Alfarroba 3. Oxidagao seletiva C-6 4.
Reagente TEMPO 5. Comprimento de persisténcia 6.



ABSTRACT

Galactomannans are polysaccharides composed of D-mannopyranose linked B-(1—4)
main chain, a-(1—6) branched by D-galactopiranose. The selective oxidation of C-6,
promoted by reagent 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil (TEMPOQO), is a way to promote
and modify various characteristics of this molecule. In this work, the oxidation reactions
of guar and carob galactomannans were performed with TEMPO with 5 different
degrees of oxidation, determined from the consumption of NaOH during the reaction.
Characterization with Infrared Spectroscopy (FTIR) and Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) confirmed the chemical modification, where the presence of aldehydes was
observed in intermediate degrees of oxidation. From the data obtained by high
performance liquid chromatography coupled ion exchange efficiency with detection by
pulsed amperometry (HPAED-PAD), the ratio of Mannose /Galactose was determined
to be, respectively for the native carob and their oxidized derivatives 1, 2, 3, 4 and 5
were 3.8/1, 2/1, 1.9/1, 1.7/1, 1.5/1 and 3.9/1. For oxidized guar and its derivatives 1,
2, 3, 4 and 5 values are 1.2/1, 1.6/1, 1.5/1, 1.6/1, 1.5/1 and 5.4/1. These data
demonstrated a preference to oxidize the mannose, and subsequently the galactose,
during the reaction of oxidation. The macromolecular and hydrodynamic properties of
the native and oxidized galactomannans were obtained through the analysis by size
exclusion chromatography (SEC). The values of molar mass (Mw), intrinsic viscosity
[n], radius of gyration (Rg) and the persistence length (Lp) decreased with increasing
degree of oxidation in both galactomannans. To native locust, these parameter were
respectively 2,7x10° g.mol!, 4.9 dL.g", 35 nm and 6.15 nm. In sample 4 these values
reduced so much 0,43x10° g.mol', 0,6 dl.g!, 9 nm and 2.50 nm. Rg values were
calculated from the Flory-Fox equation and Lp by the formula for semi-flexible strands
or "worm like". The same reduction can also be observed by comparing the native guar
with samples 1 to 5, due to the presence of charges in the oxidized galactomannans,
that generated a repulsion between molecules and consequently diminish the
tendency to aggregation and form entanglements in the pH and buffer used (0.1 mol.L-
1. TRIS-HCI, pH 8.0). The values of Mw, [n], Rg, Lp for native guar and sample 5
respectively were 2,4x10% g.mol" and 0.56 x 10° g.mol", 2.0 dl.g™" and 0.5 dl.g™", 25
nm and 10.0 nm, 4.15 nm and 2,80nm. The selective oxidation with TEMPO reagent
proved to be efficient to increase the flexibility of the molecule, even with a short
reaction time. The macromolecular parameters obtained from the technique of light
scattering (LS) for native and oxidized galactomannans were higher than those
obtained by SEC. This fact suggested the use of techniques which are not influenced
by aggregates in solution to improve the characterization of galactomannans and its
oxidized derivatives.

Keywords: Galactomannans 1. Guar 2. Carob 3. Selective oxidation 4. Reagent
TEMPO 5. Length of persistence 6.
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®o: Constante de Flory-Fox

[n]: Viscosidade intrinseca

[nle: Corresponde a viscosidade intrinseca no solvente theta (0)

<S2>'2 = Ry: Raio de giragao
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1 INTRODUGAO

Os polissacarideos podem ser constituidos por diversas unidades idénticas de
monossacarideos (homopolissacarideos) ou diferentes entre Si
(heteropolissacarideos) (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006). Dentre estes
polissacarideos, os carboidratos extraidos das sementes, como as galactomananas,
xiloglucana, glucanas e mananas, sdo amplamente utilizados na industria alimenticia,
cosmética e farmacéutica (CUNHA; DE PAULA; FEITOSA, 2009).

As galactomananas constituem o segundo maior grupo de polissacarideos de
armazenamento no mundo vegetal, oriundos, em maior parte, da familia Leguminosae
(DEA; MORRISON, 1975; DEY, 1978; SCHERBUKHIN; ANULOV, 1999). Estas sao
empregadas em diversos setores da industria, em especial na area alimenticia
(ELIASSON, 2006). As modificagbes quimicas na estrutura de biopolimeros séo
empregadas como uma forma de obter moléculas com graus de complexidade
variados, para diferentes aplicacbes tecnologicas. Essas modificacbes podem
aumentar a retengcédo de agua em um determinado sistema, tornar a molécula mais ou
menos soluvel em meio aquoso, adicionando-se grupamentos hidrofilicos ou
hidrofdbicos, respectivamente, aumentar o poder emulsificante, entre outras
caracteristicas as quais tornam a molécula mais interessante para a industria
(WHISTLER, BEMILLER, 1993; CERQUEIRA et al. 2001; PRAJAPATI, et al. 2013).

O laboratdrio de biotecnologia em polissacarideos da Universidade Federal do
Parana (BioPol — UFPR) tem estudado a anos as galactomananas, desde o
aperfeicoamento na extragao a partir de espécies nativas da flora brasileira, blendas
com outros polissacarideos, e até a modificagdo quimica. Como exemplo entre os
inumeros trabalhos tem-se o de Ono e colaboradores (2004), que sintetizaram
derivados sulfatados de galactomananas extraidas de sementes de Leucaena
leucocephala com a finalidade de estudar a citotoxicidade e atividade antiviral. Pires
e colaboradores (2001) estudaram as propriedades biolégicas de galactomananas
nativas e quimicamente modificadas por sulfatacdo de Senna macranthera. A partir
deste trabalho, concluiram que esta possui atividade anticoagulante.

A oxidagao seletiva de alcoois primarios em polissacarideos utilizando o
reagente N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina  (TEMPO) foi adaptada de uma

metodologia utilizada por Semmelhack e colaboradores (1983). Nooy e colaboradores



20

(1994, 1995, 1997) empregaram essa reacdo, utilizando varios carboidratos e
obtiveram alto rendimento, seletividade e baixa taxa de despolimerizacédo. Dentre as
modificacdes quimicas realizadas por pesquisadores do BioPol, Sierakowski e
colaboradores (2000) oxidaram seletivamente a galactomanana de Leucaena
leucocephala, gerando grupos de aldeidos como intermediarios da reagdo, com a
finalidade de alquilar a estrutura, deixando a molécula com um carater mais anfifilico.

A caracterizacdo desses biopolimeros, apds modificacdo quimica, é
normalmente realizada em condi¢gdes que ndo sdo as de equilibrio ou através de
técnicas que ndo contemplam a descricdo das propriedades macromoleculares e
hidrodinAmicas dos derivados. Assim, ainda ndao foram completamente elucidadas,
para as galactomananas apds as modificagées quimicas com reagente TEMPO, suas
reais propriedades macromoleculares. Esta elucidacdo faz-se necessaria para
obtencao de resultados confiaveis e reprodutiveis, além da obteng¢ao de informacdes
importantes sobre os polimeros, estudando-se a estabilidade em solugdo, as
condigdes para formacdo de agregados e a influéncia da forga ibnica do meio
(FREITAS et al., 2010, 2011).

Tendo em vista a necessidade de se determinar as propriedades
macromoléculas e hidrodindmicas de polissacarideos quimicamente modificados, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar as propriedades fisico-quimicas das
galactomananas de guar e alfarroba, apds oxidagao seletiva de alcoois primarios com
o reagente TEMPO.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GALACTOMANANAS

A maior parte das galactomananas de origem vegetal € extraida do
endosperma de sementes de plantas leguminosas. Este polissacarideo funciona como
reserva de carboidratos (ANDERSON, 1949; REID; MEIER, 1970) com a fungao
biolégica de fornecer nutrientes para a germinagcdo e reter agua por solvatagao,
impedindo a desidratacdo da semente e a possivel desnaturacdo de proteinas
essenciais a esse processo (SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005).

As galactomananas sao polissacarideos neutros que tém a propriedade de
formar solucbes muito viscosas em baixas concentracées poliméricas. Sado também
denominadas e comumente conhecidas como gomas (DEA; MORRISON, 1975).
Possuem uma cadeia principal formada por D-manopiranose (M ou Man) unidas por
ligacao glicosidica do tipo B-(1—4) e ramificagdes D-galactopiranose (G ou Gal) unidas
por ligagéo a-(1—6) (FIGURA 1) (DEA; MORRISON, 1975; DEY, 1978; SRIVASTAVA;
KAPOOR, 2005).

A

Manose n

FIGURA 1 — ESQUEMA DE UM SEGMENTO REPRESENTATIVO DE UMA CADEIA DE
GALACTOMANANA DE ORIGEM VEGETAL.

LEGENDA: M: representacdo das unidades de manose da cadeia principal em ligagéo B-(1—4). G:
representacdo da substituicdo por unidade de galactose em a-(1—6).

FONTE: O autor.

As galactomananas diferem na propor¢do de Man/Gal (SRIVASTAVA;
KAPOOR, 2005), e também apresentam diferentes massas molares e disposig¢ao
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estrutural da cadeia (WHISTLER, 1973), conferindo a elas propriedades quimicas e
variadas aplicagbes. A razdo Man/Gal depende da fonte de extragdo do
polissacarideo, e varia entre 10 a 1. O teor de galactose determina a solubilidade em
agua, quanto maior a quantidade deste, mais soluvel a galactomanana se torna,
devido a melhor hidratagdo gerada pelas regides ricas em galactose. A baixa
solubilidade em agua faz com que galactomananas como a alfarroba, a qual possui
baixo grau de substituicdo de galactose, tenham uma tendéncia maior a agregar em
solucgao.

A substituicdo da galactose a- (1—6) na manana ajuda na solubilizagdo do
polissacarideo, por promover uma barreira entropica (e talvez estérica) na cadeia
ordenada da manose. Assim, uma vez que a hidrofobicidade da cadeia é devida a
uma redugdo de entropia, considera-se que as cadeias da manana sejam
relativamente menos hidrofilicas que as unidades de galactose (PICOUT et al., 2002).
Devido a este fato, as galactomananas com conteudo de galactose inferior a 10% sao
insoluveis em agua e formam precipitados a temperatura ambiente, por causa das
fortes interagdes intermoleculares entre as cadeias de manose nao galactosilada
(BOURBON et al., 2010; SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005; DEA, 1987; MCCLEARY et
al., 1981; DEA; MORRISON, 1975;). Assim, como exemplo, a goma guar apresenta
maior grau de substituicdo em relagéo a alfarroba, conforme mostrado na FIGURA 2.
Esta caracteristica torna a goma guar mais soluvel devido a maior hidratagdo das
regides ricas em galactose (DEA, CLARK, MCCLEARY, 1986).

Alfarroba 4 : 1

Guar 2 : 1

FIGURA 2- REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA COMPOSICAO E DISTRIBUICAO DAS
UNIDADES MONOSSACARIDICAS DAS GALACTOMANANAS DE ALFARROBA (Ceratonia siliqua) e
GUAR (Cyamopsis tetragonolobus L. (Taub.)).

FONTE: O autor.
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Conforme Dea e Morrison (1975) ha trés possibilidades para a estrutura fina da
molécula de galactomanana, ou seja, para a distribuicdo de G ao longo da cadeia
principal de M, de acordo com a FIGURA 3. A primeira possibilidade apresentada € a
de um arranjo regular, onde um mero constituido por uma M ligada a uma G é
intercalado por um sem a presenca desta substituicdo. A outra possibilidade € o
arranjo irregular desses meros e eles estarem presentes no polissacarideo em blocos.

Diversos trabalhos tém contribuido para a elucidacao da estrutura quimica das
galactomananas. Através de técnicas de metilagdo, oxidagado com periodato e tridoxido
de crébmio. Como exemplo, Ganter e colaboradores (1993) estudaram a estrutura
quimica de galactomananas nativas da flora brasileira, Mimosa scabrella,
Stryphnodendron barbatiman e Schizolobium parahybum. McCleary, e McCleary e
colaboradores (1985) estudaram a estrutura fina das galactomananas de guar e
alfarroba, realizando uma hidrolise com enzimas a partir de cultura de Aspergillus niger
e de sementes de guar germinada (3-D-manase). Os dados obtidos foram
processados com auxilio de um software e os autores puderam identificar a estrutura
fina das galactomananas em questdo, as quais apresentaram um padrdao de

distribuicdo de galactose de forma irregular. (McCLEARY et al., 1985).

a) Arranjo regular

“M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M -

I I I I | I
G G G G G G

b) Arranjo irregular

“M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-

L I |
G G G G G G

c) Arranjo em blocos

“M-=M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-
[ N
G G G G G G

FIGURA 3 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO ARRANJO DAS GALACTOMANANAS.
LEGENDA: M: representa as unidades de manose da cadeia; G: representa as unidades de galactose
da cadeia de galactomanana.

FONTE: Dea e Morrison (1975)
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Sharman e colaboradores (1978) realizaram estudos sobre a relagao entre a
massa molar, polidispersidade, relacdo média de Man e Gal, e a viscosidade
intrinseca [n] de seis galactomananas diferentes, entre elas as de Cyamopsis
tetragonoloba (guar) e Ceratonia siliqua (alfarroba). Wu e colaboradores (2012)
estudaram a conformacgao molecular de quatro tipos de galactomananas extraidas de
sementes, com diferentes razées de Man/Gal, e posteriormente realizadas simulagdes
das conformacdes. A partir desse trabalho concluiu-se que a proporcdo de Man/Gal
desempenha um papel fundamental na conformagéo da cadeia assim como o0s grupos
laterais de galactose e seu padrao de distribuigdo ao longo da cadeia.

As propriedades reologicas das galactomananas determinam seu uso industrial
como emulsificantes, espessantes e dispersantes. A utilizagdo dessas gomas é
realizada em diversos setores da industria como, farmacéutica, cosmética, petrolifera,
perfuragdo, explosivos, entre outras (SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005;
SITTIKIJYOTHIN; TORRES; GONCALVES, 2005).

Dentre as galactomananas que possuem importancia comercial, trés se
destacam: a goma guar (Cyamopsis tetragonolobus), tara (Caesalpinia spinosa) e
alfarroba (Ceratonia siliqua) (DEA; MORRISON, 1975; DAKYA, 2008).

2.2 GUAR (Cyamopsis tetragonolobus L. Taub.)

A espécie Cyamopsis tetragonolobus (L.) Taub. é conhecida popularmente
como goma guar ou guaré. E uma planta leguminosa originaria principalmente da
regido de Bangladesh, india e Paquist&o. Foi introduzida nos Estados Unidos em 1903
e em 1953 a goma comegou a ser produzida industrialmente (HERALD, 1986).

Pertence a familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, género
Cyamopsis, tribo Faboideae. As partes aéreas da planta estdo apresentadas na
FIGURA 4, onde se observa as vagens donde sdo extraidas as sementes que
possuem um comprimento em torno de 3,5-6,0 cm, com cor branca, cinza ou negra
(MONGE, 1994).
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FIGURA 4 — FOTO DAS PARTES AEREAS DA PLANTA DE Cyamopsis tetragonolobus (L.) Taub.
ONDE OBSERVA-SE AS VAGENS, FOLHAS E FLORES DA PLANTA.
FONTE: http://guarcultivationinindia.blogspot.com.br/p/guar-seed-and-guar-gum-photo.htmi

Devido a sua propriedade viscosa, a goma guar é extensivamente explorada
por diversos setores da industria (CHUDZIKOWSKI, 1971). A goma guar apresenta
uma relagéo de Man/Gal de 2 (FIGURA-2, pag. 21), essa caracteristica € responsavel
pela capacidade de inchamento e solubilidade da goma em agua fria e sua menor
tendéncia de interagao com outros polissacarideos (McCLEARY et al., 1985; DEA,
1987; NEUKON, 1989).

2.3 ALFARROBA (Ceratonia siliqua L.)

Goma de alfarroba é obtida das sementes da alfarrobeira (Ceratonia siliqua
L.), que crescem em torno do Mar Mediterraneo, na Espanha, Portugal e Marrocos,
onde mais atencdo é dada para seu cultivo sistematico. E conhecida também como
“locust bean® ou "carob tree” (ELIASSON, 2006).

Ceratonia siliqua L. € uma espécie subtropical da familia Leguminosae (sin.
Fabaceae), subfamilia Caesalpinioidea (TUCKER, 1992) (FIGURA5) .
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FIGURA 5 — FOTO DAS PARTES AEREAS DA PLANTA DE Ceratonia siliqua L. ONDE OBSERVA-
SE AS FOLHAS E VAGENS.
FONTE: https://australianseed.com/shop/item/ceratonia-siliqua/exotic-a-I

A goma de alfarroba forma solugdes viscosas a concentragdes relativamente
baixas. Devido ao seu baixo grau de galactosilagao, possui propriedades sinérgicas
com outros polissacarideos como a carragenana, agar e goma xantana, formando géis
mais resistentes e mais elasticos (GOYCOOLEA; MORRIS; GIDLEY, 1995).

As gomas de alfarroba e guar, como ja mencionado, sdo as galactomananas
mais utilizadas industrialmente e possuem elevadas taxas de importacdo no Brasil.
Uma excelente forma de aumentar os indices de exportacdo nacional desses
polissacarideos € agregar valor ao insumo, através do uso de tecnologias como as

modificagdes quimicas.

2.4 MODIFICACOES QUIMICAS DE POLISSACARIDEOS

As galactomananas possuem alcoois primarios e secundarios que podem ser
quimicamente modificados com a finalidade de melhorar a viscosidade ou a
solubilidade. Como exemplo de modificagdes de grande importancia industrial
encontram-se o0s derivados hidroxialquilados obtidos por tratamento de
galactomananas com oOxido de etileno ou 6xido de propileno em meio alcalino, e
produtos carboximetilados, obtidos por esterificacdo de certa porgdo do grupo
hidroxila com acido monocloroacético. Na FIGURA 6 ha cinco tipos de modificacbes
quimicas, comercialmente disponiveis, da galactomanana de guar. Derivados
catidbnicos s&o obtidos por tratamento de galactomananas com aminas orgéanicas tais

como o cloreto de 2-hidroxi-3-cloropropiltrimetilaménio ou com cloreto de 2,3-
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epoxipropiltrimetilaménio (ELIASSON, 2006). Outra modificagdo quimica utilizando
galactomananas € através da oxidagao hidrolitica ou degradacao enzimatica, a partir
de enzimas extraidas de plantas ou fungos, como uma forma de auxiliar no

entendimento da estrutura fina do polissacarideo (McCLEARY, 1986).

OH ‘
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FIGURA 6 — REPRESENTAQ/:\O ESQUEMATICA DA GALACTOMANANA DE GUAR E SUAS
MODIFICAGOES QUIMICAS MAIS COMUNS.
FONTE: Adaptado de Phillip (2000).

2.4.1 Oxidacao do C-6 das galactomananas com N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina
(TEMPO)

O método de oxidagao de polissacarideos com 6xidos de nitrogénio foi avaliado

por Maurer e Drefahl (1942) e Yackel e Kenyon (1942) utilizando inicialmente a



28

celulose. Nesses estudos foi constatado que ha uma preferéncia pela oxidacao dos
alcoois primarios em carboidratos com obtencao de acidos urbénicos.

Mondmeros e oligbmeros podem ser oxidados seletivamente na presencga de
oxigénio utilizando platina como catalisador (Pt/O2), entretanto, moléculas mais
complexas como os polissacarideos reagem lentamente e com um baixo grau de
oxidagao (ASPINALL; NICOLSON, 1960; BEKKUM, 1991).

Semmelhack e colaboradores (1983) utilizaram o radical organico N-oxil-
2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO) na oxidagdo seletiva de alcoois primarios a
compostos carbonilicos. Desde entdo, o método tem sido utilizado por diversos
autores, para a oxidagao de diferentes polissacarideos (NOOY et al., 1994, 1995 e
1996; SIERAKOWSKI et al., 2000; KATO et al., 2003).

O reagente TEMPO (2) (FIGURA 7) é um radical estavel que € oxidado pelo
ion hipobromito, gerando o ion nitrosonium (nitrosénio), um forte oxidante com alta
afinidade por alcoois primarios. Durante a oxidag&o, o ion nitrosonium (1) oxida o
alcool primario presente na molécula em aldeido, e é reduzido a hidroxilamina (3). No
meio reacional a hidroxilamina €& oxidada pelos reagentes oxidantes presente na
reacgao e convertida novamente em radical TEMPO. O ion hipobromito é regenerado
através da oxidacdo do ion hipoclorito presente na solugdo, podendo ser utilizado

novamente, encerrando assim o ciclo catalitico (BRAGD et al., 2000; NOOY et al.,

1994).
) NaOCl/NaBr
Alcool 12 AU ey AC. carboxilico
R-CH20H R-CHO R- COOH

H3
@ " N -
CH;
ion nitrosonium @ OH
hidroxilamina

@g- :

TEMPO

FIGURA 7 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA REACAO DE OXIDAGAO UTILIZANDO O
REAGENTE TEMPO (N-OXIL-2,2,6,6-TETRAMETILPIPERIDINA).

LEGENDA: (1) ion nitrosonium; (2) reagente TEMPO; (3) hidroxilamina.

FONTE: Adaptado de Bragd et. al., 2010.
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Apés a reacao de oxidacado com TEMPO, a estrutura oxidada da

galactomanana esperada esta representada na FIGURA 8.

(b)

Alcool Primario

‘,_7‘__7,7\0/
sy €]
Alcool Primério  ————— / OD

o

FIGURA 8 — ESTRUTURA’ESQUEMATICA DA MOLECULA DE GALACTOMANANA (a) ESTRUTURA
ESQUEMATICA DA MOLECULA DE GALACTOMANANA APOS OXIDAGAO (b).
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(b) Acido carborlico
(d)

FIGURA 9 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO MECANISMO DA OXIDAGAO DO ALCOOL
PRIMARIO A ACIDO CARBOXILICO MEDIADA PELO REAGENTE TEMPO.

LEGENDA: (a) ataque nucleofilico com formagédo de alcédxido; (b) ataque ao ion nitrosonium; (c)
formacao da carbonila do aldeido (d) formac&o do acido carboxilico; (e) oxidagao da hidroxilamina em
reagente TEMPO.

FONTE: Adaptado de Isogai e colaboradores (2011).
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A FIGURA 9 esquematiza o mecanismo de conversao do alcool primario a
acido carboxilico. Esta reacdo comeca quando ha, em meio alcalino a formacéao de
um alcoxido, ou devido a um ataque nucledfilico do ion nitrosénium na hidroxila
primaria do polissacarideo (a). Isso acarreta um ataque nucleofilico do alcdxido
gerado ao ion nitrosonium (b). Posteriormente, a carbonila do aldeido é gerada
quando o hidrogénio do carbono do polissacarideo € atacado pelo alcoxido do
TEMPO, fazendo com que o par de elétrons va para a ligagdo C-O (c), o ion
nitrosonium €& assim convertido em hidroxilamina (d). O mesmo ocorre para o acido
carboxilico, de forma semelhante a carbonila do aldeido (ISOGAI et al., 2011; SOUZA,
2009). A hidroxilamina pode ser convertida a reagente TEMPO através do oxidante
como o ion OBr~. Outra forma de regeneragédo é realizada quando ha proporgdes
equimolares de ion nitrossonium e hidroxilamina produzindo 2 mol de radicais TEMPO
(e) (NOQY et al., 1995).

O ion OBr~ é um oxidante mais reativo que o OCI~, por este motivo a taxa de
reacdo de oxidacdo é maior quando se acrescenta o Brometo de sédio (NaBr).
Entretanto, varios autores vém descrevendo a possibilidade de n&o acrescentar este
sal. Bragd e colaboradores (2001) realizaram a reagdo sem a presenca de NaBr e
observaram que os resultados obtidos eram semelhantes as oxidacbées com a
presenca de NaBr, quando estas foram efetuadas a temperatura de 20°C e pH 8,5. A
explicagdo € que quando nao ha a presenga do NaBr o ion OCI™ é o responsavel por
oxidar o reagente TEMPO a ion nitrossonium e a hidroxilamina em reagente TEMPO.

A conversao dos alcoois primarios do polissacarideo a acido carboxilico pode
ser estimada através da titulagao potenciométrica utilizando uma solugao aquosa de
NaOH durante o processo de oxidacdo. A formagdo dos grupos carboxilicos
corresponde, dessa forma, a quantidade de NaOH utilizado no processo titulométrico
(NOOQY et al., 1994; 1995). Esta conversao pode ser estimada através da equagao
estequiométrica da reacdo demonstrada na FIGURA 10.

De acordo com o esquema para cada 2 mol de NaCIO 1 mol de NaOH é
consumido com a finalidade de que 1 mol da hidroxila do alcool primario seja oxidada.
A oxidagdo parcial de polissacarideos soluveis em agua foi estudada por Kato e
colaboradores (2003), utilizando como polissacarideo o amido. O grau de oxidagéo da
hidroxila primaria do carbono C-6 foi controlado pela adicdo de NaOH e do tempo de
reacao, obtendo produtos com graus de 0% a 100%. A caracterizacédo dos derivados

oxidados foi realizada através da técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
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hidrogénio ('H) e carbono 13 ('3C), a qual revelou a presenca de produtos ndo
completamente oxidados e indicou a presencga significativa de hemiacetais no C-6,

formados como estruturas intermédias.

1) R—CH,OH + N — R—CHO + >(Nj< + H

I |
OH

o}
2) >(Nj< + H +0BF —~ N + H,O + Br
| |
OH 0]
3) Br + NaClO ——————— (OBr + NaCl
NaOH
Il-i f
4) R—CHO + NaOH R—C—0O" Na' smeeeesZioceeeeacea Hemiacetal
| H Processo
0 isolado
(estrutura intermediaria)
)
B) R—(ll—O' Na™ + F;l —= R—COO Na® + >[r;|j< + H
i |
OH o) OH
7) >E;|j<+H++OBr' —->(ﬁ\,l<+|-|20+ar'
I |
OH o
8) Br + NaClO OBr + NaCl

1-8) R—CH,OH + 2 NaCIQ + NaOH —— R—COONa + 2H;0 + 2 NaCl

FIGURA 10 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA RELACAO ESTEQUIOMETRICA DA REACAO
DE OXIDACAO COM REAGENTE TEMPO.
FONTE: Adaptado Kato (2003).

2.5 METODOS DE ANALISE E CARACTERIZAGAO MACROMOLECULAR E
HIDRODINAMICA

2.5.1 Analise cromatografica de exclusao por tamanho (SEC)
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Cromatografia de exclusao por tamanho ou estérica (SEC) € um nome genérico
para o processo de separagdao das moléculas de acordo com o seu volume
hidrodindmico (que pode ser correlacionado com a massa molar). A SEC consiste na
separagao cromatografica de macromoléculas sintéticas, biopolimeros e proteinas
com a utilizacdo de géis porosos rigidos ou particulas contendo poros de diferentes
tamanhos (fase estacionaria) (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001; KOSTANSKI,
KELLER, HAMIELEC, 2004). Moléculas menores do que os tamanhos dos poros
entram mais facilmente nestes poros e ficam retidos na fase estacionaria. Ja os
polimeros com maiores dimensdes permanecem na fase mével. Por isso, moléculas
com volumes hidrodindmicos maiores eluem primeiro, enquanto que as menores
levam mais tempo para atingir a saida da coluna (TERAOKA, 2002).

Quando o polimero possui cadeias lineares e ramificacbes curtas, com
distribuicdo unimodal, existe uma unica relagao entre o volume hidrodindmicos e a
massa molar, por isso pode-se dizer que esses polimeros podem ser separados de
acordo com a massa molar. Polimeros complexos, com ramificagdo de cadeia longa
ou com uma variagao na distribuicdo da composicao, por outro lado, sdo separados
de acordo com o tamanho ou seu volume hidrodindmico. Por esta razdo faz-se
necessario detectores para que haja uma caracterizagdo quantitativa pelo SEC da
massa molar e outros parametros como o raio de giragdo (Rg) e a viscosidade
intrinseca [n], que também podem ser obtidos através desta combinagao
(KOSTANSKI, KELLER, HAMIELEC, 2004).

Dentre os detectores utilizados para esta finalidade esta o de espalhamento de
luz a laser, que determina a massa molar polimérica. A resposta deste detector
depende da concentragao da solugdo na amostra, a qual € determinada através do
detector de indice de refragcao (IR). O detector viscosimétrico (VIS) é utilizado para
determinar a viscosidade absoluta da macromolécula em solugdo (TRATHINGG,
2000, KOSTANSKI, KELLER, HAMIELEC, 2004).

A viscosidade intrinseca, também conhecida como numero de viscosidade
limite [n], expressa em dL/g, e pode ser um parametro para indicar a dimensao
espacial de um polimero em solugéo diluida (TRATHINGG, 2000; LUCAS, SOARES
E MONTEIRO, 2001; STRIEGEL, 2003;). Pode ser utilizado para determinar a massa
molar de macromolécula, desde que os pardmetros K e a da equacdo de Mark-

Houwink-Sakurada [n] = KM?® sejam conhecidos. Para macromoléculas de cadeias



33

flexiveis, este parametro pode fornecer informagcdo sobre as suas dimensdes e a
flexibilidade da cadeia (MARTINEZ et al., 2003).
O aumento da viscosidade da solugdo macromolecular (n) em relacédo ao

solvente puro (no), a uma concentragéo c, pode ser medido pela viscosidade relativa

().

n (1)

n— Mo (2)

A viscosidade intrinseca [n] € definida como a razdo entre a viscosidade
especifica (nsp) € a concentragdo, quando c—0, determinada de acordo com a

equacao 3:

[n] = lim77 — T _ limnﬁ (3)
c-0 NoC c->0 C

em que: n corresponde a viscosidade da amostra, no € a viscosidade do
solvente. Como as medidas das concentragcées em SEC sao tipicamente muito baixas,
[n] pode ser aproximada pela nsp/c (TRATHINGG, 2000).

Através dos dados de viscosidade intrinseca podemos calcular o raio de
giragédo (Rg) utilizando a equagéo de Flory-Fox (1953) (equagédo 4). O Rg = <S2>*
corresponde a raiz quadrada média entre os elementos da molécula e o centro de
gravidade, fornecendo informacgdes sobre as dimensdes globais da cadeia e depende
da distancia ponta a ponta (FIGURA 11) (LUCAS, SOARES E MONTEIRO, 2001;
TERAOKA, 2002):

3/2 4
i, = 6920, 5% >, (4)
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em que: [n]e corresponde a viscosidade intrinseca no solvente theta (8), ®o é a

constante de Flory-Fox, <S2>"2=Rg e M é a massa molar.

Polimero

FIGURA 11 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO RAIO DE GIRAGAO DE UM POLIMERO E A
COMPARACAO ENTRE O RAIO DE GIRACAO E O VOLUME HIDRODINAMICO DE UMA
MOLECULA.

FONTE: Teraoka (2002), Giacomelli (2008).

A SEC pode ser aplicada para determinar a distribuicdo da massa molar do
polimero e também para estudar a agregagao e fendbmenos em solugao. SEC também
pode ser utilizada no estudo dos processos realizados por uma alteracdo do volume
hidrodinamico dos polimeros ou moléculas pequenas, degradacdo, hidrolise,

dobramento das proteinas, polimerizacao e agregacao (TRATHINGG, 2000).

2.5.2 Espalhamento de luz laser estatico

A descricdo matematica inicial utilizada para a caracterizagao molecular através
do espalhamento de luz foi desenvolvida pelo Lord Rayleigh (RAYLEIGH, 1971). Em
1940 Debye e Zimm relacionaram a intensidade total de espalhamento de luz
polarizada com a massa molar e a interagao polimérica em solugao, desde entéo este
meétodo tem sido muito utilizado para obter parametros macromoleculares importantes
como massa molar, segundo coeficiente virial (A2) e o raio de giragéo (Rg) (STRIEGEL,
2003). Lord Rayleigh demonstrou que particulas dispersas em qualquer meio atuam
como fontes de luz, cuja intensidade da luz espalhada é Is, quando observada a um
angulo 6 a certa distdncia em relagdo a um feixe de luz incidente (FIGURA 12)
(LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2003).
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FIGURA 12 — DIAGRAMA ILUSTRATIVO DO FENOMENO DE ESPALHAMENTO DE LUZ POR UMA
PARTICULA. UM FEIXE DE LUZ LASER VERTICALMETE POLARIZADO (lo) PROVOCA A
POLARIZACAO DA PARTICULA QUE IRRADIA EM DIFERENTES DIRECOES (1) AUM ANGULO B E
DISTANCIA DO OBSERVADOR (r).

FONTE: Teraoka (2002)

A razao entre a luz incidente e a luz espalhada é conhecida como razédo de

Rayleigh de acordo com a equacgao 5:

Ry = (%)rz )

em que: Re € a razdo de Rayleigh, Is € a luz espalhada, Io € a luz incidente, r2 é
a distancia entre a particula e o observador ao quadrado e 6 é o angulo entre a diregéo
da luz incidente e da luz espalhada.

A intensidade de luz espalhada varia de acordo com o tamanho da particula.
Moléculas com tamanho menor que 1/20 avos do comprimento de onda da luz
incidente (A), espalham luz com a mesma intensidade e em todas as dire¢des. Este
espalhamento é isotropico. Para obter os parametros macromoleculares utiliza-se a

equacgao de Zimm (1948) descrita na equacao 6:

Ke /1 (6)
€= (=) +24
Ry (MW) T efac

onde: Mw € a massa molar média-ponderal, A2 corresponde ao segundo
coeficiente virial, ¢ € a concentragdo e K € uma constante Optica determinada de

acordo com a fonte de luz incidente verticalmente polarizada, conforme a equacgao 7:

4%, 2 (dn/dc)2

K=——wm

(7
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em que: no é o indice de refracado do solvente, dn/dc corresponde ao incremento
do indice de refracdo da amostra em funcdo da variagao da concentragao, Na € o
numero de Avogadro, A o comprimento de onda do laser.

Para moléculas maiores que A/20 a intensidade de luz espalhada (Ie) varia de
acordo com o angulo de observacao. Isto ocorre porque o espalhamento podera
ocorrer de acordo com os varios centros da molécula (LUCAS; SOARES, MONTEIRO,
2003). Devido a diferenga de intensidade de luz espalhada faz-se necessario
acrescentar na equacgao 6 um fator de forma (Pg) aos calculos na equagao de Zimm,

conforme equacéao 8 a 10:

Kc 1
R (M P9)+2A2c (8)
w
1 16 m?n?
B =1+ T R,%sen?(6/2) (9)
0
Ke 1 16 m*n?Ry*\
w 0

A massa molar, o raio de giracdo e o segundo coeficiente virial sdo obtidos
quando a razdo Kc/Re é colocada em grafico versus sen?(6/2) x c. A FIGURA 13 ilustra
um diagrama de espalhamento, conhecido como diagrama de Zimm.

A partir do grafico de Zimm demonstrado na FIGURA 13 e extrapolando-se a
concentragao zero e a angulo constante obtém-se o segundo coeficiente virial (A2),
este parametro termodinamico relaciona a interagdo entre o polimero e o solvente.
Quando o A2 é negativo indica que o polimero prefere interagir com ele mesmo ao
solvente, ou seja, este € um mau solvente. Quanto mais positivo este valor maior a
interag&o polimero-solvente, ou seja, tem-se um bom solvente. Em solvente 6 ndo ha
interagdes preferenciais. Considerando-se a concentragdo constante e extrapolando
ao angulo zero obtém-se o raio de giragcédo (Rg). Como coeficiente linear do grafico de
uma dupla extrapolagéo, a angulo zero e concentragéao zero, tem-se o reciproco da
massa molar média-ponderal (1/Mw) (TERAOKA, 2002).
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sinE% + ke

FIGURA 13 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO GRAFICO DE ZIMM. ONDE
EXTRAPOLANDO-SE A ¢=0 TEM-SE A2 E A 6=0 OBTEM-SE Ry, O COEFICIENTE LINEAR
CORRESPONDE A 1/Mw.

FONTE: Indian academy of sciences (2013);
http://www.ias.ac.in/initiat/sci_ed/resources/chemistry/LightScat.pdf. Acesso em 30/10/2013

Utilizando-se de informagbes como massa molar, raio de giragdo e
comprimento de contorno da cadeia polimérica, é possivel determinar o comprimento
de persisténcia (Lp) que corresponde ao comprimento rigido minimo da cadeia, que é
utilizado para especular sobre a flexibilidade da cadeia polimérica. O comprimento de
persisténcia varia de acordo com o solvente utilizado, da temperatura, da
concentragéo, da forga idnica e pH (TERAOKA, 2002). Para um modelo de cadeias

semi-flexiveis ou “worm like”, o calculo é efetuado através da equacao (11):

LL 2L 3 2 L L
< 52 >o=Tp—Lp2+ Lp _<L2p> ll—exp(— L—)l (11

p

em que: L € o comprimento do contorno do polimero que corresponde ao grau
de polimerizagao (GP) multiplicado pelo comprimento do mero. O GP corresponde a
razao entre a massa molar do polimero e a massa molar do mero.

Assim, a partir do exposto, este presente trabalho visa avaliar o comportamento
macromolecular e hidrodindmico das galactomananas de guar e alfarroba, apos
processo de oxidagao seletiva com o reagente TEMPO. Sera estimado o contraste
entre a cinética de oxidagdo dos monossacarideos oxidados em funcédo do tempo, e
o efeito da oxidagdo no comportamento macromolecular e hidrodindmico desses
polissacarideos oxidados em comparacdo com 0S que nao passaram pelas

modificagdes quimicas.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
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Avaliar as propriedades macromoleculares dos derivados obtidos a partir da

oxidagao de galactomananas de goma guar e alfarroba com reagente TEMPO.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Oxidar seletivamente as galactomananas provenientes das sementes de guar

e alfarroba;

Quantificar os acidos urdnicos e agucares neutros através da Cromatografia
liquida de alta eficiéncia por troca ibnica acoplada a deteccao por amperometria
pulsada (HPAEC-PAD);

Caracterizar as amostras obtidas via oxidagdo através de anadlises de
infravermelho (FTIR);

Analisar por ressonancia magnética nuclear do Hidrogénio ('H), *C-'H
(HMQC), as caracteristicas estruturais dessas galactomananas;

Analisar os parametros fisico-quimicos macromoleculares e hidrodinamicos
como massa molar, polidispersao, raio de giragao, segundo coeficiente virial e
viscosidade intrinseca das galactomananas nativas e oxidadas;

Determinar o comprimento de persisténcia (Lp) das galactomananas nativas e
oxidadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PROCEDENCIA DAS GALACTOMANANAS

A galactomanana de sementes de guar (Cyamopsis tetragonolobus),
comercializada pela Indian Industries Limmited — B -5/7. M.I.A., Basni, Phase-Ist,
Jodhpur-342005, foi fornecida pela empresa Herbarium S.A. — Produtos Naturais —
Curitiba, Parana, Brasil. A galactomanana de sementes de Alfarroba (Ceratonia

siliqua) foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich, Italia (Lote 034k0039).

4.2 MODIFICACAO QUIMICA DAS GALACTOMANANAS EXTRAIDAS DE
SEMENTES DE GUAR E ALFARROBA

4.2.1 Modificagdo quimica via oxidacdo com o reagente TEMPO (N-oxil-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina)

O processo de oxidagao seletiva com reagente TEMPO foi realizado de acordo
com a metodologia descrita por Nooy e colaboradores (1994, 1995, 1996);
Sierakowski e colaboradores (2000).

As galactomananas (4 g) foram dispersas em 1L de agua destilada sob
agitacdo mecanica e mantidas sob agitagao por 24 h. A solugao resultante foi levada
para um reator a uma temperatura de 5°C, em presenca de nitrogénio gasoso (N2).
Ao meio reacional foi adicionado: 10,7 mL de solug¢ao de hipoclorito de sédio a 10%
(m/v), equivalente a 14,36 mmol de NaOCI. Em seguida, 115 mg (1,11 mol) de
brometo de sédio (NaBr) foram adicionados. O pH foi reduzido para 9,3 utilizando uma
solucdo de HCI 1mol/L. Posteriormente, 23 mg (0,149 mol) de TEMPO foram
adicionados. A reacao de oxidacao foi controlada pela adigdo de uma solugao aquosa
de NaOH (0,1 ou 0,05 mol/L). Para interromper a reagdo foram acrescentados
aproximadamente 20 mL de etanol e 30 mg (1,95 mol) de boroidreto de sédio (NaBHa).
Apo6s 45 min o pH foi ajustado para 8. O material resultante passou por um processo

de dialise contra agua purificada (destilada), contra acido acético (0,01 mol/L) e
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novamente contra agua purificada (destilada), por 24 h cada etapa. O material obtido
foi rota-evaporado e liofilizado.

A conversdao do alcool em acido foi estimada através da titulagcao
potenciométrica utilizando uma solugdo aquosa de NaOH (0,1 ou 0,05 mol/L), durante
0 processo de oxidagao. A formacao dos grupos carboxilicos corresponde, dessa
forma, a quantidade de NaOH utilizado no processo titulométrico (NOQY et al., 1994;
1995). O grau de oxidagéo (GO), que indica a raz&o entre a concentragdo em mol de
grupos oxidados e a concentragdo em mol oxidaveis (unidades que apresentam
CH20H livres), foi calculado através da medida de consumo de solugdo aquosa de
NaOH (0,05 mol/L) durante a reacédo de oxidagao que durou 4 horas. Esta oxidagao
foi considerada como se 100% dos alcoois primarios estivessem oxidados. A partir
da quantidade de NaOH consumida durante esta reacéo, foram realizados calculos
para se descobrir quando parar a reagédo para se obter galactomananas com teor de
oxidagao em torno de 5%, 10%, 30%, 60%. Como este grau de oxidagéao é tedrico e
ndo se mostrou real, as amostras foram nomeadas como Amostras 1, 2, 3, 4 e 5,
referentes respectivamente aos seguintes graus tedricos de 5%, 10%, 30%, 60% e
100%.

4.2.2 Conversao para forma acida das galactomananas oxidadas.

Para a retirada do sal presente na amostra, 20 mg do polimero foram colocados
em 18 mL de etanol a 99° GL e, posteriormente foi adicionado 2 ml de HCI 37% e
submetido a agitacdo por 10 a 20 min. Apds este procedimento a solugédo foi
centrifugada a 1.000 g por 20 min e o precipitado lavado exaustivamente com etanol
a 99°GL, afim de remover o excesso de acido e de ions cloro. A galactomanana

purificada foi seca em estufa a vacuo em temperatura de 40°C.
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4.3 ANALISES QUIMICAS DAS GALACTOMANANAS DE GUAR e ALFARROBA
OXIDADA COM O REAGENTE TEMPO

4.3.1 Espectroscopia de Infravermelho

As amostras de galactomananas oxidadas foram caracterizadas por analise de
espectroscopia no infravermelho, em espectrémetro Vertex 70 ATR (CEB/UFPR) em
uma faixa de varredura de nimero de onda de 4.000 a 400 cm-', com resolucéo de 8
cm™', 16 scans. Para realizar a andlise, as amostras foram solubilizadas em agua,
acondicionadas em placas plasticas de petri e colocadas em estufa a 40°C por 48h.

Ap0ds este periodo, um filme espesso foi formado o qual foi analisado.

4.3.2 Espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear

Os experimentos RMN monodimensional (H-RMN) e bidimensionais de
correlagdes heteronuclear (HMQC do inglés - Heteronuclear Multiple Quantum
Correlation spectroscopy). Os hidrogénios da fragao de galactomanana oxidada foram
previamente trocados por deutério, num procedimento de solubilizacdo em D20 e
liofilizagdo por trés vezes. A galactomanana oxidada deuterada foi solubilizada em
D20 numa concentragao de 25 g/L, a temperatura de 40°C e mantida em agitacéo
magnética por 12 h. A solucgao resultante foi centrifugada por 10 min a 10.000 g e o
sobrenadante condicionado em tubo de vidro (6 mm) especifico para RMN.

As andlises de RMN mono e bidimensionais foram realizadas em
espectrometro BRUKER, modelo AVANCE — DRX 400 (Departamento de Bioquimica
e Biologia Molecular/UFPR) acoplado a transformada de Fourier, com temperatura de
analise de 70°C. Para a calibracao dos espectros, o deslocamento da agua (6 4,7) foi
utilizado como padréo interno para 'H e a frequéncia de observacdo do nucleo foi de
400 MHz para 'H. Todos os paradmetros para as analises mono e bidimensionais seréo

fornecidos pelo software do préprio equipamento.
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4.3.3 Determinag&o qualitativa e quantitativa de acidos urénicos

A quantificacdo de acidos urbnicos foi realizada através do método
estabelecido por Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). Como reagente colorimétrico foi
utilizado uma solugcdo de meta-hidroxidifenil. Para minimizar a interferéncia dos
acucares neutros, foi utilizado o acido sulfamico e para realizar a hidrolise do
polissacarideo foi utilizado uma solugao de tetraborato de sédio em H2SOa4. A curva
padrao foi realizada utilizando o acido (D-galacturénico) em 6 concentracdes entre 5
pg/mL e 40 pg/mL. Para a realizagdo da técnica os seguintes reagentes foram
preparados:

e Solugao de Meta-hidroxidifenil: 0,15% (m/v) da solugao de metahidroxidifenil foi
solubilizada em 0,5% (m/v) de NaOH. O reagente permaneceu sob refrigeragao
por um periodo de no maximo um més, em recipiente recoberto com papel
aluminio.

e Solugao de H2SOq4 / tetraborato de sédio: 0,0125 mol/L de tetraborato de sodio
foi solubilizado em acido sulfurico concentrado, por 12 horas.

e Acido sulfamico / solugdo sulfamato de potassio, 4 mol/L (pH 1,6): 3,88 g de
acido sulfamico (97,09 g/moL) foi solubilizado com 5 ml de agua. Adicionou-se
gota a gota KOH saturado até que o acido sulfamico foi dissolvido e
cuidadosamente o pH foi ajustado para 1,6 com solugédo saturada de KOH.
Apods, completou-se o volume a 10 ml com agua purificada.

A quantificacdo de acidos urbnicos foi realizada em ftriplicata para cada
amostra. Aliquotas de 400 pyL de cada amostra foram colocadas em tubos e
posteriormente foram adicionados 40 pyL de uma solucdo a 4 mol/L de acido
sulfamico/solugao sulfamato de potassio em todos os tubos e agitados vigorosamente.
Apos, 2,4 mL de uma solugao a 75 mmol/L tetraborato de sédio em solugao de acido
sulfurico foi adicionado e agitados com o auxilio do vortex. As leituras de absorvéancia

foram realizadas em comprimento de onda de 525 nm.
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4.3.4 Dosagem colorimétrica de proteinas

Para a determinagéo de proteinas foi empregado o método de Hartree (1972)
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau (Merck ®). Este método possui uma
linearidade entre 15 a 110 mg/mL e sensibilidade: 10 a 100 pg/mL. Como curva padrao
foi utilizada uma solugdo aquosa de soro albumina bovina (BSA) em concentragdes
entre 20 pg/mL a 100 pyg/mL. A analise foi realizada num espectrémetro Biospectro,
modelo SSP-200 em um cubeta de quartzo e as leituras de absorvancia feitas em
comprimento de onda de 650 nm.

Primeiramente, as amostras foram solubilizadas em agua por 24h a 1 mg/ml.

Trés solucgdes foram preparadas para quantificacdo proteica:

Solugéo A: 2 g de tartarato duplo de sédio e potassio e 100 g de Na2COs3
dissolvidos em 500 mL de NaOH 1 mol/L. A solugao foi diluida com agua purificada,
g.s.p 1000 mL.

Solugéo B: 2 g de tartarato duplo de sédio e potassio e 1 g de CuS04.5 H20,
dissolvidos em 10 mL de NaOH 1 mol/L

Solucéo C: 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteu 2 N, diluido em 15 mL de agua
purificada.

Ap0s solubilizagdo das galactomananas nativas, oxidadas ou da BSA, 0,9 mL
da solucao A foi acrescentada em 1 mL da amostra e/ou padrao, posteriormente os
tubos foram colocados em banho maria a 50°C por 10 min. Depois de resfriado a
temperatura ambiente, 0,1 mL da solugao B foi adicionada e deixada em repouso por
um periodo de 10 min. Por fim, foi acrescentado 3 mL da solu¢do C e a mistura
resultante homogeneizada com auxilio de um vortex. A amostra ou padrao foram
colocados novamente em banho maria por 10 min a 50°C e apés o resfriamento das
solugdes, as leituras de absorvéncia foram obtidas em comprimento de onda de

650 nm. A quantificacao de proteinas foi executada em duplicata para cada amostra.
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4.3.5 Cromatografica de exclusao por tamanho (SEC)

Primeiramente foi determinado o incremento do indice de refracdo em funcéao
da concentracdo dos polissacarideos (dn/dc). Uma amostra com concentragao de
1 mg/mL foi solubilizada utilizando-se o solvente 2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-
diol (Tris)-HCI 0,1 mol/L pH 8,0, sob agitagédo por 24h. Apds, uma aliquota da amostra
foi reservada e com a outra parte foram preparadas 4 concentragdes, realizando-se
diluicdo seriada. As 5 concentracdes foram filtradas em membranas de acetato de
celulose (Millipore), com porosidade de 0,45 um. O valor de dn/dc foi obtido pela
extrapolacido dos valores da area do pico de indice de refracdo em fungao da
concentragdo, através de uma regressao linear desses valores. Como padréo para
calibragado do indice de refragéo foi utilizado o poli(dxido de etileno) (23x102 g/mol), a
1,0 mg/mL. As medidas foram realizadas em refratdmetro VISCOTEK (Malvern Co.,
Estados Unidos), modelo VE3580.

As analises das amostras por cromatografia de exclusdo por tamanho de
permeacao em gel foram realizadas utilizando-se colunas de polimetacrilato da
Shodex-OH pack SB-806M L007054 (Japao), a 40°C, com limite de exclusdo de 2x10’
g/moL e acopladas a um refratdmetro diferencial VISCOTEK, modelo VE3580, e um
detector de espalhamento de luz laser, modelo 270 Dual Detector (VISCOTEK), baixo
angulo, a 7° (LALLS, do inglés Low Angle Laser Light Scattering) e angulo reto, a 90°
(RALLS, 61 do inglés Right Angle Laser Light Scattering) e comprimento de onda de
632,8 nm; como eluente foi utilizado o mesmo solvente da solugdo das amostras, a
um fluxo de 0,4 mL/min.

As amostras foram solubilizadas em concentragao de 1 mg/mL, utilizando como
solvente Tris-HCI 0,1 mol/L pH 8,0, sob agitagdo magnética por 24h. Posteriormente,
as amostras foram filtradas utilizando filtros de acetato de celulose (Millipore) com
porosidade de 0,22 um. Para a normalizacdo do espalhamento de luz e indice de
refragdo do equipamento foi utilizado um padrdo cromatografico de massa molar e
concentragdo conhecida, o poli(dxido de etileno) (23x10® g/mol). O resultado da
normalizacao foi verificado com a utilizagdo de um padrao cromatografico, dextrana

(70x102 g/mol) de procedéncia da VISCOTEK, preparados previamente no mesmo
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solvente das amostras. A compilacdo dos resultados obtidos pelos detectores sera
realizada em Software OmniSec (VISCOTEK).

4.3.6 Espalhamento de luz estatico e grafico de Zimm

Para as analises de espalhamento de luz estatico e grafico de Zimm as
amostras foram avaliadas em um equipamento de espalhamento de luz multi-dngulos
Brookhaven Instrumentos BI-200S (Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular/UFPR), utilizando a 15 mW He-Ne laser a 632,8 nm, com 23 &ngulos de
espalhamento entre 30° a 140°. Para o processamento de dados das analises de
espalhamento de luz estatico foi utilizado o software Static Light Scattering versao
5.43, para a realizagédo do grafico de Zimm foi usado o software Zimm Plot verséo
5.62.

As amostras foram solubilizadas em solvente Tris-HCI 0,1 mol/L e pH 8,0. O
solvente foi duas vezes filtrado com membrana de acetato de celulose (Millipore) com
porosidade de 0,22 um. A solugao polimérica foi preparada a uma concentragao de
1 mg/mL, duplamente filtrada sequencialmente com membranas de acetato de
celulose (Millipore) com porosidade de 0,45 um e 0,22 um, em capela de fluxo laminar,
com a finalidade de eliminar a presenca de particulados em solugéo.

As analises para constru¢do do grafico de Zimm foram realizadas fazendo-se
10 diluicbes em serie da dispersao polimérica inicial, utilizando como solvente o Tris-
HCI 0,1 mol/L e pH 8,0, e realizando a leitura para cada diluicdo nos 23 angulos de
observacdo. Como liquido de calibragdo para determinagdo do ls foi utilizado o

Tolueno, e como branco o solvente das amostras.

4.3.7 Hidrolise

A hidrélise dos polissacarideos € uma técnica extensivamente utilizada com a
finalidade de separar as unidades monossacarideas. As condicdes da reacao

basearam-se nas realizadas por Dai e colaboradores (2010) onde primeiramente uma
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solugcao aquosa de galactomanana com concentracao de 4 a 5 mg/mL foi preparada.
A hidrélise procedeu-se acrescentando 1mL do Acido trifluoroacetico 4 mol/L a 1 mL
da solugdo de galactomanana em uma pequena ampola. Esta ampola foi selada sob
uma atmosfera de Nitrogénio (N2) e mantida durante 2 horas em um banho de areia a
100°C. Apds a ampola foi arrefecida até a temperatura ambiente e adicionado 2 mL
de metanol, com a finalidade de remover o TFA. Para que isto ocorresse, as amostras
foram colocadas em uma capela, sob fluxo de ar quente. A lavagem com Metanol foi

repetida 3 vezes, até completa remogao do solvente e de acidos residuais.

4.3.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia por troca idnica acoplada a detecg¢ao por
amperometria pulsada (HPAEC-PAD)

Apés a hidrélise as amostras secas foram solubilizadas com 1 mL de agua
purificada (destilada) e diluidas até a concentragdo de 1 mg/mL. Estas foram entéo
filtradas utilizando-se membranas de acetato de celulose de 0,22 pm (Millipore). As
amostras foram injetadas no cromatografo liquido de alta eficiéncia por troca iénica
acoplado a detecgcao por amperometria pulsada (HPAEC-PAD), utilizando injetor
automatico modelo AS-DV com capacidade para até 50 amostras, fabricante Thermo
Fisher Scientific. O equipamento utilizado para realizar as analises foi o modelo ICS-
5000, com eletrodo ED de ouro, fabricante Thermo Scientific. A coluna utilizada foi a
Dionex CarboPac™ PA20 Analytica (3x 150mm), fabricante Thermo Scientific, no
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular/lUFPR. As condi¢gbes de analises
estdo descritas na TABELA 1 e 2:

TABELA 1 - CONDICOES CROMATOGRAFICAS PARA A QUANTIFICAGAO DOS ACIDOS
URONICOS PRESENTES NA AMOSTRA

Tempo Fluxo Hidréxido de sédio (%) Acetato de sodio (%)
(min) (mL/min) solucao 1mol/L solucao 1mol/L
0,0 0,5 0,1 0
20,0 0,5 0,1 0
20,1 0,5 0,1 5
35,0 0,5 0,1 20
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TABELA 2 — CONDIGOES CROMATOGRAFICAS PARA A QUANTIFICAGAO DOS AGUCARES
NEUTROS PRESENTES NA AMOSTRA

Tempo (min) Fluxo Hidréxido de sédio Acetato de sédio
(mL/min) (%) solucdo 1mol/L (%) solugao 1mol/L
0 0,5 1,0 0
15 0,5 0,1 0

O tempo de retencdo e a curva padrdo foram estabelecidos utilizando-se
padrdoes monossacarideos de galactose, manose, acido galacturénico e acido
manurénico. Os valores referentes ao tempo de retengao, coeficiente angular (a) e
linear (b) obtidos para realizar os calculos estdo descritos na TABELA 3. A partir
destes, e dos valores das areas de cada pico das amostras, pode-se quantificar os

acgucares acidos e neutros utilizando-se a equagao da reta.

TABELA 3 — TEMPO DE RETENGAO E VALORES REFERENTES AO COEFICIENTE ANGULAR E
LINEAR, OBTIDOS A PARTIR DA CURVA PADRAO DOS MONOSSACARIDEOS DE GALACTOSE,
MANOSE, ACIDO GALACTURONICO E ACIDO MANURONICO

Padrdes Tempo de Coeficiente Coeficiente R?
Retenc¢ao (min) angular (a) linear (b)
Galactose 8,2-8,3 2138,12 40,59 0,999
Manose 9,9-101 2177,59 36,30 0,999
Ac. Galacturénico 29,4 -29,5 1380,09 4,27 0,995

Ac. Manurénico 32,3-32,4 1120,18 22,57 0,991
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. MODIFICACAO QUIMICA DAS GALACTOMANANAS EXTRAIDAS DE
SEMENTES DE GUAR E ALFARROBA

5.1.1 Modificag&o quimica via oxidagdo com reagente TEMPO

No presente estudo foram utilizadas galactomananas de guar (Cyamopsis
tetragonolobus) denominadas como guar nativa (GN) e galactomanana de Alfarroba
(Ceratonia siliqua) denominada de alfarroba nativa (AN).

Primeiramente, foi realizada a oxidagao durante 4h das gomas GN e AN. Esta
amostra foi considerada como 100% oxidada (Amostra 5). A partir da quantidade de
NaOH (0,05mol/L) consumidos durante a reagao total foram realizados calculos para
obtencao de oxidagdes teoricas de 5% (amostra 1), 10% (amostra 2), 30% (amostra
3) e 60% (amostra 4) (FIGURA 14 e 16).
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FIGURA 14 — MOL DE ACIDO CARBOXILICO FORMADO NA GALACTOMANANA PELA MASSA
INICIAL DE POLIMERO UTILIZADA EM FUNCAO DO TEMPO EM MINUTOS, DURANTE A REACAO
DE OXIDACAO DA GALACTOMANANA DE GOMA GUAR (GN) COM REAGENTE TEMPO (2,2,6,6,-
TETRAMETILPIPERIDINA-1-OXIL).

LEGENDA: As setas indicam o tempo para retirada das amostras correspondentes.
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FIGURA 15 — MOL DE ACIDO CARBOXILICO FORMADO NA GALACTOMANANA PELA MASSA
INICIAL DE POLIMERO UTILIZADA EM FUNGCAO DO TEMPO EM MINUTOS, DURANTE A REACAO
DE OXIDACAO DA GALACTOMANANA DE GOMA GUAR (GN) COM REAGENTE TEMPO (2,2,6,6,-
TETRAMETILPIPERIDINA-1-OXIL).

LEGENDA: Cinética de 12 ordem (a) Cinética de zero ordem (b)
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FIGURA 16 — MOL DE ACIDO CARBOXILICO FORMADO NA GALACTOMANANA PELA MASSA
INICIAL DE POLIMERO UTILIZADA EM FUNCAO DO TEMPO EM MINUTOS, DURANTE A REACAO
DE OXIDACAO DA GALACTOMANANA DE ALFARROBA COM REAGENTE TEMPO (2,2,6,6,-
TETRAMETILPIPERIDINA-1-OXIL).

LEGENDA: As setas indicam o tempo para retirada das amostras correspondentes.

Com a finalidade de padronizar e para melhor entendimento da reacdo de
oxidagao foram construidos os graficos com base na razdo do n° de mol de NaOH
consumido pela massa do polimero utilizada versus o tempo da reacdo em minutos
(min). A partir da cinética da reacao de oxidacdo da GN, observou-se que ha dois

eventos ocorrendo sequencialmente. Um primeiro evento, até os 70 min de reacgao,
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referente a uma cinética de primeira ordem, enquanto que ha uma segunda etapa de
reacao, entre 80 e 220 min, com cinética de ordem zero, onde a velocidade reacional
nao varia a medida que os reagentes sao consumidos (BROWN; HOLME, 2005).

A reacao de oxidagao da AN, como demostrada na FIGURA 16, ocorre com
uma cinética de primeira ordem, ou seja, a velocidade da reagao é diretamente

proporcional a concentragao.

TABELA 4 — CONSTANTES DE VELOCIDADES (k) E ORDEM DA REACAO DE OXIDAGAO DA
GOMA GUAR E ALFARROBA.

k R Ordem
Guar’ 0,02 min™ 0,999 12
Guar? 0,01 mol.g"'min"’ 0,999 Zero
Alfarroba3 0,02 min-" 0,999 12

=

Reacéo oxidagao 12 parte FIGURA 15(B)
Reacéo de oxidagao 2° parte FIGURA 15(C)
Reacéo de oxidagdo FIGURA 16

CaS

Para a goma guar e goma alfarroba os valores da constante de velocidade,
para uma cinética de 12 Ordem foram de k=0,02 min-'. Apenas na reagéo de oxidacao
da guar ocorreu um segundo processo, com uma cinética reacional de ordem zero,
com k=0,01 mol.g”'min-". Pode-se concluir que para ambas as galactomananas existe
um fator limitante, que determina a velocidade desta reacédo. Possivelmente, tal fator
seja a disponibilidade de alcoois primarios para que a reagao se processe, ou na Man
ou Gal.

A AN possui uma razdo de Man/Gal em torno de 4:1, enquanto que a GN possui
uma razao menor, de 2:1. Acredita-se que haja uma preferéncia do reagente TEMPO
em oxidar primeiramente a Man, devido possivelmente a sua menor entropia, quando
comparada a Gal. Este fato pode ser a explicagao para a reacédo de oxidagao da AN
ocorrer em uma cinética de 12 ordem, enquanto que a reacado de oxidagao da GN
ocorrer em cinética de 12 ordem e depois em ordem zero. Assim, aparentemente, a
concentracdo de Man nao-substituida por Gal disponivel € um parametro importante
para a velocidade reacional, e em baixas concentragcdes de manose disponiveis, ha
uma cinética de saturagao, possivelmente limitadas pela concentragcao de galactose

disponivel.
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5.2. ANALISES ESPECTROSCOPICAS DAS GALACTOMANANAS DE GUAR E
ALFARROBA OXIDADAS COM REAGENTE TEMPO

5.2.1. Espectroscopia no Infravermelho

Com a finalidade de confirmar a oxidagdo das amostras de galactomananas,

foram realizadas analises de espectroscopia de infravermelho (FIGURA 17, 18 e 19).
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FIGURA 17 — ESPECTRO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (4000 — 500 cm') DAS
GALACTOMANANAS DE ALFARROBA (1) E GUAR (2) NATIVA E OXIDADAS.
LEGENDA: A: Nativa; B: Amostra 1; C: Amostra 2; D: Amostra 3; E: Amostra 4 e F: Amostra 5.
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FIGURA 18 — AMPLIACAO DO ESPECTRO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO ENTRE (4000 — 2000
cm') DA GALACTOMANANA DE GUAR NATIVA E OXIDADAS.
LEGENDA: A: Nativa; B: Amostra 1; C: Amostra 2; D: Amostra 3; E: Amostra 4 e F: Amostra 5.

A banda entre 3700 a 3038 cm™' é caracteristica de deformagao axial do O—H,
correspondente a ligagdo de hidrogénio intermolecular e intramolecular, com um
alargamento e aumento na intensidade. A deformagéao axial do grupo C-H € mostrada
de forma intensa e muito larga na regi&o entre 2917 — 2849 cm-" para os carbonos de
—CH2 e —CHs respectivamente (FIGURA 18).

As bandas observadas no espectro entre 800 e 1200 cm™' representam o grupo
C-C-0 altamente acoplados, -C-OH e -C-O-C- do estiramento da cadeia principal do
polimero (KACURAKOVA, 1998). A banda de 1400 cm™" é resultado da deformagao
-CH2 (KACURAKOVA, 1994).

As amostras de galactomanana na forma oxidada (amostras 1 a 5)
apresentaram uma banda intensa entre 1730 cm™', referente ao estiramento da
carbonila (C = O) do acido carboxilico e outra entre 1643 cm™' em seu carboxilato
(-COO") (FIGURA 19), em razdo de sua grande mudanga no momento de dipolo
(PAVIA et. al., 2010). Nota-se que tais bandas estdo ausentes na GN e AN.

As atribui¢des discutidas encontram-se na TABELA 5, de forma genérica, tanto

para as amostras de GN como AN, bem como para as amostras oxidadas 1 a 5.
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FIGURA 19 — ESPECTRO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO ENTRE (2000 - 500 cm) DA
GALACTOMANANA DE ALFARROBA NATIVA E OXIDADAS.
LEGENDA: A: Nativa; B: Amostra 1; C: Amostra 2; D: Amostra 3; E: Amostra 4 e F: Amostra 5

TABELA 5 - BANDAS DE ABSORGCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (FTIR) OBSERVADAS
NOS ESPECTROS DA GALACTOMANANA DE ALFARROBA NATIVA (AN) E GUAR NATIVA (GN) E
AMOSTRAS OXIDADAS DE 1 A 5.

Numero de onda (cm™") Grupos caracteristicos*

3709 — 3030 O-H deformacgéo axial da hidroxila
2936 — 2917 C-H deformacao axial carbono secundario (-CH2-)
2854 C-H deformagao axial carbono primario (-CH3s)
1730 C = O estiramento de grupos carboxilicos
1643 —COO- estiramento de grupos carboxilatos
1428, 1377-1359 C-H deformacgao simétrica (-CH2)
1242 O-H estiramento de hidroxilas primarias e grupos
carboxilicos
1148 C-OH estiramento de alcool primario
1089-1067 CH2-OH estiramento de alcool primario
1046-1013 C-H vibracédo de CH:2
930, 882-871 C-H defromacgdes das unidades monossacarideoas
812-809 C-O estiramento de alcoois
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A partir dos dados obtidos pode-se confirmar a oxidacdo das amostras de
galactomananas: GN e AN. Espectros semelhantes foram encontrados por outros
autores que realilzaram esta oxidacao seletiva com reagente TEMPO. Souza (2009)
oxidou com reagente TEMPO a galactomomanana de Caesalpinia ferrea var. ferrea e
obteve valores referente ao estiramento de grupos carboxilicos em 1735 cm™', bem
como estiramento de grupos carboxilados em 1640 cm™', semelhantes aos resultados

aqui apresentados.

5.2.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tem sido a
ferramenta mais utilizada para caracterizar os materias oxidados seletivamente com
reagente TEMPO. Nooy e colaboradores (1994) oxidaram mediante reagente TEMPO
os polissacarideos de amido de batata e a pullulana, e observaram no espectro de '°C
o desaparecimento do deslocamento quimico (8) em 61 e 62 ppm referentes ao C-6.
Comprovando assim a seletividade do reagente a hidroxila primaria do carbono C-6
durante a oxidacdo. Esta constatacdo também pode ser observada através dos
espectros bidimenionais de HMQC (C-H), comparando-se a FIGURA 20 referente ao
espectro da AN e FIGURA 21 pertencente alfarroba oxidada, amostra 5.

As atribui¢des do espectro bidimensional HMQC (C-H) estdo na TABELA 6, a
posicdo do 'H e '3C sdo semelhantes para a GN. Entretanto, para as amostras
oxidadas houve deslocamento dos sinais dos carbonos das unidades
monossacaridicas para campos mais baixo, devido a presenga do atomo de oxigénio
mais eletronegativo da carbonila gerada na oxidagéo seletiva.

Para as amostras nativas o sinal do préton anomerico encontra-se em 5,56 ppm
e 4,27 ppm para a a-D-galactopiranose e -D-manopiranose presentes no C-1 com
deslocamento quimico de 100,22 e 101,5 ppm, respectivamente para a AN. No acaso
das amostras de galactomanana de goma guar os sinal do 'H encontram-se
deslocados para regides mais altas, em 5,44 ppm e 5,16 ppm. O mesmo ocorreu com
o sinal do C-1 os quais foram observados em 99,32 ppm e 100,72.
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FIGURA 20 - ESPECTRO BIDIMENSIONAL HMQC (C-H) RESOLVIDO PARA A GALACTOMANANA

DE ALFARROBA EM D20, A 70 °C™.

LEGENDA: (*) refere-se aos deslocamentos (0) dos carbonos e hidrogénios pertencentes as unidades

3-D-Man substituidas por a-D-Gal.

(1) Deslocamentos quimicos expressos em ppm (3).

/\_J\W\_JW

. “~
) ® Gal-6
Man — 6" Gal -2
Gal -3 L=
o g -
M. 5 Gal -4 -
an- Gal - 5 WIS Wan -5 ammp [
Man -3 Man -5
== S i
Man -4
Gal -1
~ Man -1 [
@ B
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
56 54 52 5.0 438 4.6 4.4 FZ [ppm]

FIGURA 21 - ESPECTRO BIDIMENSIONAL HSQC (C-H) RESOLVIDO PARA A GALACTOMANANA
DE ALFARROBA OXIDADA AMOSTRA 5, EM D20, A 70 °C. ("
LEGENDA: (*) refere-se aos deslocamentos (0) dos carbonos e hidrogénios pertencentes as unidades

3-D-Man substituidas por a-D-Gal.

(1) Deslocamentos quimicos expressos em ppm (3).

A medida que o grau de oxidagao aumentou foram observadas alteracées nos

deslocamentos quimicos dos 'H, especialmente entre 5,1 - 5,7 ppm referentes aos

hidrogénios anoméricos (FIGURA 22 e 23). Kato, Matsuo e Isogai (2003) identificaram
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a presenca de aldeido intermediario e estruturas hemiacetalicas através dos espectros
de "H-RMN de amidos parcialmente oxidados. De acordo com a FIGURA 10 esses
aldeidos hidratados ou hemiacetais s&o oxidados a grupos carboxilicos, em fungéo do

tempo de reacdo ou uma quantidade suficiente de reagentes.

TABELA 6 - ATRIBUIGOES DOS PICOS DAS ANALISES DE RMN BIDIMENSIONAL HMQC (C-H)
PARA A GALACTOMANANA DE ALFARROBA NATIVA (AN) E GUAR NATIVA (GN).

ALFAROBA NATIVA GUAR NATIVA
Posigao H (d) 3C () H (d) 3C ()
Gal a-D-Galactopiranose a-D-Galactopiranose
C-1 5,56 100,22 5,44 99,31
Cc-2 4,37 70,25 4,27 69,1
Cc-3 4,45 70,80 4,33 69,90
C-4 4,54 70,68 4,42 69,57
C-5 4,43 72,52 4,31 70,80
C-6 4,29 62,48 4,18 61,75
Man B-D-Manopiranose B-D-Manopiranose
C-1 4,27 101,5 5,16 100,54
C-2 4,65 71,32 4,57 70,36
C-3 4,33 72,66 4,30 71,70
C-4 4,37 77,93 4,27 77,09
C-5 4,05 76,41 3,97 75,84
C-5 4,28 74,16 4,18 72,21
C-6 4,43 62,11 4,31 61,69
C-6 4,50 67,90 4,36 68,4

LEGENDA: * deslocamentos (&) dos carbonos e hidrogénios pertencentes as unidades -D-Man substituidas por a-D-Gal.
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D20 A 70 °C™).

(1) Deslocamentos quimicos expressos em ppm (8). Deslocamento de 5,0 5 até 5,7 d.
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70 °CM.

(1) Deslocamentos quimicos expressos em ppm (). Deslocamento de 5,0 5 até 5,7 d.
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O deslocamento quimico destes aldeidos hidratados ou hemiacetais estao
presentes entre os sinais dos protons anomeéricos de manose substituida e acido
manurdnico nas amostras ndo completamente oxidadas. Eles consistem em dois tipos
de prétons anoméricos, podendo ser devido a presenca da forma C-6 com hemiacetal
ou na forma de hemiacetal e hidrogénios C-6-H, de unidades formadoras de
hemiacetal. Estes incluem aldeidos C-6 hidratados em conjunto com os hemiacetais
formados entre C-6 aldeido e outros grupos hidroxilicos (KATO; MATSUO; ISOGAI,
2003). Nooy & Besemer (1995) também constataram a presenga desses produtos
intermediarios e propuseram que estes aldeidos sao posteriormente oxidados pelo
reagente TEMPO.

As atribui¢gdes dos hidrogénios anomeéricos estdo descritas nas TABELAS 7 e
8. As quais podem notar que o sinal do hidrogénio anomérico das unidades de
monosssacarideos oxidados encontram-se deslocados para regides de campo mais
baixos, enquanto que o sinal do hidrogénio anomérico das unidades de
monossacarideos nativa encontram-se em regides mais altas.

Para a alfarroba nativa os sinais destes hidrogénios encontrou-se em 5,55 ppm
e 5,26 ppm para a a-D-galactopiranose e (3-D-manopiranose respectivamente. Ja na
amostra 5, com grau maior de oxidacao, o sinal do hidrogénio anomérico das unidades
de monossacarideos oxidados encontraram-se em 5,62 e 5,31 ppm.

Dados semelhantes foram obtidos analizando-se os espectros 'H-RMN da
goma guar. Onde os sinais dos hidrogénios anoméricos sem modificacéo
encontraram-se em 5,44 ppm e 5,16 ppm para a Gal e Man. Os sinais dos hidrogénios
dos derivados oxidados encontram-se entre 5,61 ppm e 5,29 ppm.

Os sinais do hidrogénio anomérico do C-1 da Man e do C-1 do Ac. Man
correspondem aos deslocamentos dos hidrogénios de intermediarios. Para
interromper a reacado de oxidacao foi utilizado o alcool etilico 99% como um alcool
primario, com a finalidade de competir com os alcoois primarios da galactomanana,
bem como foi utilizando como agente redutor NaBHa4, que ira reduzir tanto os aldeidos
das extremidades redutoras do polimero, bem como os aldeidos intermediarios
gerados. Por este motivo, a presenga desses sinais intermediarios ndo é bem
compreendida. Entretanto o mais provavel € que eles correspondam a hidrogénios
anomeéricos de unidades de monossacarideos com aldeidos em C-6, possivelmente

pela baixa eficiéncia do agente redutor em meio etandlico. Assim, aparentemente, o
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alcool foi o responsavel pela interrupgao do processo de oxidacédo, e ndo o NaBH4,

mantendo na estrutura os aldeidos intermediarios (FIGURA 10).

TABELA 7 — DESLOCAMENTOS QUi’MICOS REFERENTES AOS HIDROGENIOS DO CARBONO
ANOMERICO C'-H. OBTIDOS ATRAVES DOS ESPECTROS DE RMN '"H DA GALACTOMANANA DE
ALFARROBAM.

Hidrogénios

Anomeérico (ppm) AN 1 2 3 4 5

a-D-Galactose 5,5 5,45 5,43 5,44 5,43 5,56

a-D-Ac.Galacturdnico 5,51 5,62

B-D-Manosesubstituida 5,26 5,16 5,15 5,18 5,15 5,24

[-D-Manose nzo-substituida 5,13 5,12 513 513

H-1intermediarios 5,21 5,21 5,20 5,21

B-D-Ac. Manurénico 5,23 5,22 5,23 5,31

(1) —por RMN Brucker 400 MHz. Amostra solubilizada em D,,0, aquisigéo a 70 °c. Deslocamentos quimicos expressos

em ppm (d)

TABELA 8 — DESLOCAMENTOS QUi[\/IICOS REFERENTES AOS HIDROGENIOS DO CARBONO
ANOMERICO C1-H. OBTIDOS ATRAVES DOS ESPECTROS DE RMN 'H DA GALACTOMANANA DE
GUAR®™.

Hidrogénios
Anomeéricos (ppm) GN 1 2 3 4 5
a-D-Galactose 5,44 5,44 5,56 5,55 5,55
a-D-Ac.Galacturdnico 5,62 5,62 562 5,61
B-D-Manosesubstituida 5,16 5,16 5,29 5,28 5,28 5,23
-D-Manose nzo-substituida 5,14 5,25 5,24 5,24
H-1intermediarios 5,20 5,31 5,31 5,32

5,30
B-D-Ac. Manurénico 5,23 5,34 5,33 534 529

(1) —por RMN Brucker 400 MHz. Amostra solubillizada em D,,0, aquisig&o a 70 °c. Deslocamentos quimicos expressos

em ppm (d)
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Os deslocamentos quimicos dos H-1 referentes aos intermediarios reacionais
para a goma de alfarroba, apareceram entre 5,21 ppm e 5,20 ppm, para as amostras
1, 2, 4 e 3. Nas amostras de guar parcialmente oxidadas 1, 2, 3 e 4 esses sinais

apareceram em 5,20 ppm, 5,31 ppm, 5,30 e 5,32 ppm.

5.3 ANALISES FISICO-QUIMICAS DAS GALACTOMANANAS DE GUAR E
ALFARROBA NATIVAS E OXIDADAS COM O REAGENTE TEMPO

5.3.1 Determinagao de acidos urénicos e dosagem de proteina

O método de Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973) € um método seguro para
determinacdao de acidos urbnicos, porém susceptivel a interferéncias a partir de
acgucares neutros. Filisetti-Cozzi e Carpita (1991) desenvolveram um método que
manteve a utilizacdo de tetraborato de sddio em acido sulfurico e m-hidroxidifenil
presentes na técnica de Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973) e incorporaram o
sulfamato, ja utilizado por Galambos (1967). O sulfamato suprime a formacdo de
pigmentos escuros proveniente de acucares neutros. O tetraborato de sddio aumenta
a sensibilidade do método e o m-hidroxidifenil € o agente colorimétrico (LAURENCE;
BRONWEN , 2001).

Com relagao a determinacao de acidos urdénicos relatada na TABELA 9, pode-
se observar um grau de oxidagao real menor que os valores tedricos previstos.

Os valores de porcentagem de proteina obtidos para a GN e com baixos graus
de oxidagao sdo semelhantes aos relatados por Wang e colaboradores (2003) que
resultaram em valores entre 3,2-4,0%. A porcentagem menor de proteinas observado
nas amostras com os maiores graus de oxidagdo podem ser provenientes deste
processo de oxidagcdo também em estruturas proteicas residuais. Prajapati e
colaboradores (2013) obtiveram dados de porcentagem de proteinas de 3-7% para a
alfarroba, dentro dos valores obtidos neste trabalho para a alfarroba nativa e com

menores graus de oxidagao.
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TABELA 9 — DADOS REFERENTES A PROPORGAO PROTEICA E ACIDOS URONICOS DAS
GALACTOMANANAS DE GUAR E ALFARROBA NATIVA E OXIDADAS.

Acidos ,
urdnicos Acidos Desvio  Proteinas  Desvio
Amostras tedricos (%)  urdnicos (%)’ Padrao (%)? padréo
GN 0 0,0 0,0125 29 0,0095
1 5 7,0 0,0219 4,2 0,0108
2 10 10,0 0,0121 3,4 0,0125
3 30 12,0 0,0017 3,0 0,0035
4 60 39,0 0,0065 2.1 0,0059
5 100 63,0 0,0176 1,5 0,0009
AN 0 0,0 0,0147 4,2 0,0057
1 5 8,3 0,0049 4,3 0,0186
2 10 12,0 0,0081 3,9 0,0040
3 30 14,0 0,0319 2,7 0,0007
4 60 42,0 0,0033 2,1 0,0007
5 100 42,0 0,0080 1,9 0,0146

(1) Dados obtidos através do método de FILISETTI-COZZ| E CARPITA (1991)
(2) Dados obtidos através do método de HARTREE (1972)

5.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia por troca ibnica acoplada a detecgao por

amperometria pulsada

A cromatografia de troca ibnica com deteccdo por amperometria pulsada

consiste numa ferramenta de separacado eficiente e extremamente sensivel de

hidratos de carbono. Os hidratos de carbonos sao separados de acordo com o seu

potencial de ionizagdo das hidroxilas, que varia para cada molécula de

monossacarideo de acordo com a hierarquia de acidez: C-1 - OH > C-2 - OH = C-6 -

OH > C-3 - OH > C-4 — OH (KOIZUMI, 1992).
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FIGURA 24 — CROMATOGRAMA DE TROCA IONICA COM DETECCAO AMPEROMETRICA DA
AMOSTRA 5 DA GUAR (),

LEGENDA: Figura (a): (1) Galactose; (2) Manose. Figura (b): Acido galacturénico (3) e acido
manurodnico (4).

(1) Sistema cromatografico dionex, os tempos de retengdo em minutos s&o respectivamente 8,308 min (1); 10,098 min (2); 29,491 min (3) e 32,36 min (4).

A combinacado de amperometria pulsada com o elétrodo de trabalho de ouro,
cuja superficie € capaz de catalisar a eletro-oxidagéo de -COH contendo compostos
em solugcdes de pH elevado, proporciona a possibilidade de determinar agucares,
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alditois, oligossacarideos, agucares aminados e N-acetilados, acidos urdnicos entre
outros (FIGURA 24).

Para a caracterizagdo das galactomananas nativas e oxidadas foram realizadas
curvas padrao e a partir do tempo de retencédo pode-se identificar o pico referente a
unidade monossacaridica e quantificar a presenga desses através dos respectivos
calculos de area (TABELA 3). Devido a diferenga de ionizagao entre agucares neutros
e acidos foi necessario realizar duas corridas com diferentes tempos e proporcéo de
solugdo de hidréxido de sédio e acetato de sodio (TABELA 1 e 2). Os resultados
obtidos estao detalhados nas TABELAS 10 e 11.

TABELA 10 - DADOS REFERENTES A DETERMINACAO DA PORCENTAGEM (%) DE ACUCARES
NEUTROS E ACIDOS PRESENTES NA ALFARROBA NATIVA (AN) E OXIDADAS. PROPORCAO DE
MANOSE (MAN), GALACTOSE (GAL), ACIDO GALACTURONICO (AC. GAL) E ACIDO
MANURONICO (AC. MAN) PRESENTE NAS AMOSTRAS.

Ac. Gal Ac Ac.
0, () = .
Amostras Man (%) Gal (%) Man/Gal (%) Man (%) Macr;glo«c.

AN 79,08 20,92 3,78:1

1 38,69 19,45 1,98:1 9,73 32,13 3,30:1
2 32,85 17,20 1,90:1 12,46 37,49 3,01:1
3 31,30 17,63 1,77:1 16,97 34,10 2,09: 1
4 24,20 16,21 1,49:1 9,88 49,69 5,03: 1
5 15,00 3,81 3,93:1 20,52 60,64 2,95:1

1. —por DIONEX Thermo Scientific. Modelo: ICS-5000 com eletrodo ED de ouro. Coluna CarboPacTM PA20 Analytica ( 3x

150mm),

A razao entre Man/Gal obtidos através do HPAEC-PAD para as GN 1,23:1 e
AN 3,78:1 sdo semelhantes as relatadas por outros autores. A Alfarroba apresenta
razdo Man/Gal de 4:1 e a guar, uma razdo Man/Gal de 2:1 (SRIVASTAVA; KAPOOR,
2005).

A galactomanana de alfarroba e guar apresentaram porcentagens de acidos
urénicos diferentes aos obtidos pela técnica colorimetrica de Filisetti-Cozzi e Carpita
(1991). Essa discrepancia pode ser resultado da interferéncia do agucar neutro
presente nas amostras e pelo fato de ter-se realizado a curva padrao apenas com o
acido galacturdnico, no método colorimétrico. Outra possibilidade é a que possa ter

ocorrido uma hidrdlise parcial dos derivados, com formacéo de acido biurbnico, ou
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mesmo a provavel decomposi¢cao de monossacarideos neutros durante o processo
de hidrdlise.

A razao Man/Gal da AN foi reduzindo durante o processo de oxidagao.
Passando de 3,78:1 para 1,49:1, respectivamente para as amostras AN e amostra 4.
Esta queda indica que durante a reagao, primeiro a Man é preferencialmente oxidada
e posteriormente a Gal, como observado para a amostra 5, a qual teve proporcao de
Man/Gal semelhante a nativa 3,93:1. Esses dados vém corroborar com as
ponderacdes apresentadas na cinética da reacdo. A razao de Ac. Man/Ac Gal também
auxilia a comprovar este fato. Para as amostras de alfarroba oxidadas 1, 2, 3,4 e 5
estes valores séo de 3,3:1; 3,01; 2,09:1; 5,03:1 e 2,95:1, ou seja no grau de oxidagao
4 temos a maior proporgéo de Ac. Man, apés este grau a proporcéo diminui devido ao
fato da Gal estar sendo mais oxidada.

No grafico da reagdo de oxidagdo da goma de alfarroba (FIGURA 16)
observamos que, apés o grau de oxidagdo 4, ndo ha mais um crescimento
exponencial do consumo de mol de NaOH/g de polissacarideo em fungao do tempo.
Até o grau de oxidagao 4, 59% de acidos urbénicos foram obtidos, durante os primeiros
50 min, utilizando 3,0 mol/g de polissacarideo. Da amostra 4 a 5 sao formados os
restantes dos acidos urbénicos que correspondem a 23%, oxidados num periodo de
150 min, utilizando 1,5 mol/g de polissacarideo, da qual a maior parte corresponde a
galactose. Estes dados auxiliam no conclusao de que ha uma preférencia em oxidar
primeiro a Man é depois a Gal nas amostras.

A reagcdo de oxidagdo da goma guar, mostrou-se nao linear. Apesar de
apresentar dois eventos distintos o primeiro referente a uma cinética de 12 ordem e
um segundo de ordem zero, ha quatro eventos ocorrendo. Primeiramente ha um
aumento da por¢ao Man na molécula da amostra 2 (1,54:1) em relagdo a nativa
(1,23:1). Da amostra 2 (1,51:1) para a 3 (2,85:1) ha um aumento consideravel de Ac.
Man, fazendo com que esta amostra tenha a maior razdo Ac. Man /Ac. Gal. Da
amostra 3 para a amostra 4 ha uma queda desta razéo para 1,62:1, apesar desta ter
uma razdo Man/Gal 1,48:1, semelhante a da alfarroba amostra 4. A partir deste grau
4 de oxidagao a reacao se procede da mesma forma que a alfarroba, onde nota-se
nitidamente a preferéncia por oxidar a galactose. A queda €& mostrada pela
porcentagem de Gal presente nas amostras: 45%, 25,6%, 254% e 4,7%

correspondente a GN, e amostras oxidadas 2, 3, 4 e 5.
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TABELA 11 — DADOS REFERENTES A DETERMINACAO DA PORCENTAGEM (%) DE ACUCARES
NEUTROS E ACIDOS PRESENTES NA GUAR NATIVA (AN) E OXIDADAS. PROPORCAO DE
MANOSE (MAN), GALACTOSE (GAL), ACIDO GALACTURONICO (AC. GAL) E ACIDO
MANURONICO (AC. MAN) PRESENTE NAS AMOSTRAS.

Ac.
Man/Gal Ac.Gal Ac.Man Man/Ac.
Amostras Man (%) Gal (%) (%) (%) Gal
GN 55,28 44,72 1,23:1
2 39,59 25,61 1,54:1 13,82 20,98 1,51:1
3 40,50 25,41 1,59:1 8,84 25,25 2,85:1
4 28,80 19,35 1,48:1 19,79 32,06 1,62:1
5 25,09 4,67 5,37:1 23,66 46,58 1,97:1

) — por DIONEX Thermo Scientific. Modelo: ICS-5000 com eletrodo ED de ouro. Coluna CarboPacTM PA20 Analytica (

3x 150mm).

Devido a grande quantidade de Gal na goma Guar, houve uma oxidagéao total

maior na Gal que na Man.

5.3.3 Analise cromatografica de exclusao por tamanho (SEC)

Os parametros de massa molar média-ponderal (Mw), massa molar média-
numeérica (Mn), viscosidade intrinseca ([n]), raio de giragao (Rg) € a constante de Mark-
Houwink (a) foram obtidos utilizando o incremento do indice de refracao (dn/dc)
previamente calculados com o solvente TRIS-HCI 0,1 mol/L em pH 8, sendo o dn/dc
para a goma guar nativa de 0,159 mL/g, goma guar oxidada amostra 1, 2, 3,4 e 5 de
0,165 mL/g; 0,160 mL/g; 0,151 mL/g; 0,129 mL/g e 0,184 mL/g, respectivamente e
para a alfarroba nativa de 0,139 mL/g e alfarroba oxidada amostra 1, 2, 3, 4 e 5 de
0,135 mL/g; 0,134 mL/g; 0,157 mL/g; 0,185 mL/g e 0,185 mL/g respectivamente. Os
calculos foram realizados no software (OmniSEC) estdo na TABELA 12 e 13.

A partir dos dados de espalhamento de luz obteu-se os valores de Mw do
polimero. Para a GN previamente purificada a Mw foi de 2,4 x 10° g/mol. Para as
fracdes modificadas este valor diminuiu com o aumento do grau de oxidagcdo, com
excegdo da amostra 3 que apresentou um Mw de 2,9 x 10° g/mol. O motivo para isso

pode estar na proporgdo de Ac. Man presente na amostra, valor superior as outras
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oxidadas. A grande quantidade deste acido pode ter gerado uma atragao eletrostatica
e consequentemente resultou na agregacao do polimero. A técnica de espalhamento
de luz é sensivel a presenga de agregados, fazendo com que o valor de Mw seja maior
que o real.

TABELA 12 — PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS DE GUAR NATIVA (GN) E
AMOSTRA 1, AMOSTRA 2, AMOSTRA 3, AMOSTRA 4, AMOSTRA 5 ()

Amostras

GN 1 2 3 4 5
Vol. Eluicdo (mL) 7,8 8,05 8,08 8,2 8,3 8,5
Mw (g.moL") 2,4x10%  2.0x10° 1,9x10° 29x10° 1,3x10% 0,56x10°
Mw/Mn 1,0 2,0 1,7 1,9 1,4 1,9
[n] (dL/g) 2,0 1,7 1,2 0,8 0,7 0,5
Rg (Flory-Fox)
(nm) 25 22 18 17 12,5 10,0
Lp (nm) 4,15 3,8 2,55 1,5 1,86 2,8
Mark-Houwink a 0,9 0,2 0,3 0,5 1,1 0,2
dn/dc 0,159 0,165 0,160 0,151 0,129 0,184
Recuperacgao (%) 88 70 78 62 82 98

1. — por SEC Viscotek 270 Dual Detector, colunas SB-806M-HQ, fluxo 0,4 mi/min, a 40 °C

Com o objetivo de verificar se o meio reacional basico poderia estar afetando
os valores de Mw, as galactomananas nativas de guar e alfarroba foram submetidas
as mesmas condi¢des da reagao de oxidagao descritas neste trabalho (por um periodo
de 30 min), apenas nao foi adicionado o reagente TEMPO. Observou-se que houve
uma diminuicdo da Mw, [n], Rg e maior polidispersdo com relagdo AN. Nessas
condigbes os valores obtidos foram de Mw = 2,0 x 10° g/mol, Mw/Mn= 2,0, [n] = 2,55
dL/g, Rg= 25 nm. Esses dados indicam que houve uma desagregagao devido ao
entrelacamento das cadeias poliméricas. O mesmo n&o ocorreu para a goma Guar
que obteve valores de Mw = 2,6 x 10° g/mol, Mw/Mn= 1,47, [n] = 2,3 dL/g, Rg= 26 nm,
0s quais sdo semelhantes a GN. Por estes motivos conclui-se que o meio reacional
basico utilizado durante a reacdo de oxidacdo nao é o responsavel pela diminuicéo
dos valores de Mw, devido a 3-eliminacao. Ha possibilidade de que o tratamento dado
as amostras tenha reduzido o estado de agregagdo dos polissacarideos,
principalmente para galactomananas pouco substituidas por Gal, como a AN.

A [n] diminuiu com o aumento do grau de oxidagdo da molécula, inclusive da

amostra 3, o que é mais um indicio de que a grande proporgdo de Ac. Man na molécula
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faz com que esta tenha uma tendéncia maior a agregacao. Isso pode ser caracterizado
pelo aumento de massa molar, mas nao de [n], sugestivo de formagcao de agregados
moleculares de elevada massa, mas com um pequeno volume hidrodinamico. Esses
valores de viscosidade intrinseca foram de 2,0 dL/g paraa GN e 1,7; 1,2; 0,8; 0,7 e
0,5 dL/g para as amostra 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente. A presencga de agregados
na amostra 3 pode ser percebida também no baixo valor de recuperagao da amostra
de 62%, indicando que boa parte desta foi perdida no processo de filtragado a 0,22 uym.

A proporcédo Mw/Mn, chamada de polidispersidade ou indice de polidisperséo, é

uma medida utilizada para medir a propagacéao da distribuicdo do polimero. Maiores
valores de Mw/Mn indicam uma grande dispersdo de massa. Quando Mw/Mn = 1 indica
que todas as moléculas tém a mesma massa molar e ndo ha polidispersdo (SUN,
1922). Este valor de polidispersdo Mw/Mn aumentou em relagdo a GN, variando de 2
a 1,4 para as amostra oxidadas. Situagcao semelhante foi observada no trabalho de
Souza (2009), onde a oxidacao do polissacarideo levou ao aumento da polidispersao
e diminuic&o dos valores de Mw e [n].

O perfil de eluicdo para as amostras por SEC esta demonstrado na FIGURA
25, a qual é correspondente ao perfil de eluicdo da AN e as formas oxidadas. Neste
espectrograma podemos perceber que para a AN possui duas familias, ou a
presencga de um agregados nao dissociados.

A tendéncia de queda da Mw e [n] e aumento do valor de Mw de acordo com
crescente grau de oxidacdo da macromolécula também foi observado para as
amostras de alfarroba, como descritas na TABELA 13. No caso da alfarroba esta
afirmativa foi valida até a amostra 4. A amostra 5 apresentou além de uma aumento

da Mw um aumento da [n] e consequentemente um valor maior de raio de giragao
(Ro).
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FIGURA 25 — PERFIL DE ELUICAO DO SEC PARA A GALACTOMANANA DE ALFARROBA NATIVA
E AMOSTRAS OXIDADAS (),
LEGENDA: Alfarroba nativa (A); amostra 1 (B); amostra 2 (C); amostra 3 (D); amostra 4 (E); amostra 5

(F).
(1) utilizando como fase mével Tris-HCI 0,1 mol/L, pH 8.0, contendo 200 ppm de azida, a um fluxo de 0,4 mL/min, coluna Shodex OH pack 806-
HQ, 400C.

O Rg para as amostras oxidadas mostraram-se menores em relacio as nativas.
Estes foram obtidos através da equacao de Flory-Fox (1953). Frequentemente a
determinacao da viscosidade intrinseca [n] € utilizada indiretamente para determinar
a massa molar através da utilizagdo da relagdo de Mark-Houwink, [n] = KM°. A partir
dessa relacdo podem-se avaliar as variagdes arquitetbnicas, como ramificacéo,
rigidez ou a formagao de agregados. Se a estiver entre 0-0,3 considera-se a molécula
como esferas compactas, valores entre 0,5-0,8 foram encontrados para conformacgdes
de cadeias flexiveis de conformagéo ao acaso (random coil), enquanto que 1,8 para
moléculas rigidas em forma de bastao ou alongadas (STRIEGEL, 1967).

De acordo com o parametro a, para avaliagao das variagdes arquitetbnicas, as
amostra de galactomananas de guar oxidada 1, 2, 5 e as amostras de galactomananas
de alfarroba 1, 2, 3 estdo na forma de esferas compactas. A galactomanana de AN e
GN, como esperado, possuem uma conformagao flexivel como ja foi descrito por
Robinson, Ross Murphy e Morris (1982). As amostras de galactomanana de alfarroba
oxidada 4 e 5 e guar oxidada 3 também apresentaram a mesma conformacao.
Entretanto a amostra 4 da guar oxidada teve um valor correspondente ao de moléculas

rigidas.
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TABELA 13 — PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS DE ALFARROBA NATIVA E
AMOSTRA 1, AMOSTRA 2, AMOSTRA 3, AMOSTRA 4, AMOSTRA 5 ()

Amostras

AN 1 2 3 4 5
Vol. Eluigdo (mL) 7,85 8,2 8,2 8,5 8,6 8,6
Mw (g.moL-") 2,7x10°  1,5x10° 1,47x10° 0,74x10° 0,43x10° 0,72x10°
Mw/Mn 1,5 2,6 1,6 1,9 1,7 2,0
[n] (dL/g) 4,9 4,0 1,2 0,8 0,6 1,04
Rg (Flory-Fox)
(nm) 35 25 17 11,5 9 12
Lp (nm) 6,15 3,75 2,60 2,4 2,5 2,7
Mark-Houwink a 0,6 0,2 0,3 0,2 0,7 0,8
dn/dc 0,193 0,135 0,134 0,157 0,185 0,185
Recuperacgao (%) 69 93 85 89 82 87

1 por GPC Viscotek 270 Dual Detector, colunas SB-806M-HQ, fluxo 0,4 ml/min, a 40 °C

Freitas et al. (2004) oxidou seletivamente com reagente TEMPO a
galactoxiloglucana de sementes de Hymenaea courbaril L. e observou que houve uma
diminuicdo do valor de Mw das galactoxiloglucanas oxidadas em relagcéo a nativa. O
trabalho também demonstrou que o processo de oxidagcdo gerou moléculas mais
rigidas em comparagao a nativa, o que pode ser explicado pela presenca e repulsao
de cargas sobre a superficie da molécula, ndo eliminadas completamente pelo
solvente utilizado.

Para determinacao da rigidez intrinseca da cadeia polimérica, foram
determinados os valores do comprimento de contorno (L), obtidos tomando-se como
base que cada mero da galactomanana possui um comprimento de 0,52 nm (uma
unidade monossacaridica). Para o calculo da massa molar do mero (Mo) (FIGURA 26),
0 numero desses seguimentos foi obtido através da razdo entre a Gal/Man
determinada a partir da quantificagao dos agucares pelo HPAEC-PAD, alfarroba 1:4 e
guar em torno de 1:2. Sendo assim os valores obtidos para a guar e alfarroba estao

demonstrados abaixo.



71

)—

n

FIGURA 26 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DA GALACTOMANANA E SEUS
RESPECTIVOS MEROS.
FONTE: O autor.

(25% x 324 g/mol) + (75% x 162 g/mol)
Moaifarroba = 100 = 202,5 g/mol

(50% x 324 g/mol) + (50% x 162 g/mol)
Moguar = 100 = 243 g/mol

em que: o valor de 324 g/mol corresponde a massa molar do mero
representado pela Man ligada a Gal e 162 g/mol a massa molar da manose, sem uma
molécula de agua, devido a formacéao de ligacao glicosidica.

Os dados de comprimento de persisténcia (Lp) foram calculados a partir da
equacgao 11 na pag. 36, ideal para cadeias semi-flexiveis ou “worm like”. Estes dados
foram semelhantes aos encontrados por Picout e colaboradores (2002) utilizando o
método de Burchard-Stockmayer-Fixman (BSF) e o método de Hearst, 3 nm e 7 nm
respectivamente. Petkowicz e colaboradores (1998) obtiveram o valor de Lp para a
galactomanana de 9,6 nm utilizando como o modelo “worm like”, enquanto que Morris
e colaboradores (2008) utilizando a técnica desenvolvida por Ortega e Torra (2007), a
qual utiliza o software multi-HYDFIT que fornece uma estimativa global dos
parametros para cadeia worm-like como o Lp (comprimento de persisténcia) e o ML
(massa por unidade de comprimento ), e esses autores obtiveram valores de Lp para

a guar e alfarroba de 8 nm e 9 nm, respectivamente.
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FIGURA 27 — RELACAO ENTRE O RAIO DE GIRAGCAO (Rgz) E O COMPRIMENTO DE
PERSISTENCIA (L)) PARA A ALFARROBA NATIVA (AN).

O Lp determinado a partir do Rg viscosimétrico obtido pela SEC possibilitou
encontrar valores de Lp semelhantes aos de Patel e colaboradores (2006), entre
3-4 nm. Sugerindo que o0s entrelagamentos e agregacdo das moléculas de
galactomananas podem ser reduzidos pelo viscosimetro, sem nenhum processo de
tratamento prévio como aquecimento ou pressao.

O Lp pode ser estimado fazendo-se uma relagcdo com o raio de giragao ao
quadrado (Rg?), como demostrado na FIGURA 27. A flexibilidade da cadeia aumentou
com o grau de oxidagdo da molécula. As amostras oxidadas de alfarroba 2, 3,4 e 5
apresentaram valores semelhantes de Lp de 2,6 nm, 2,4 nm, 2,5 nm e 2,7 nm. Apenas
a amostra 1 nao teve um valor tao baixo (3,75 nm) devido a seu menor grau de
oxidagao. O mesmo ocorreu com a amostra 1 da guar oxidada (3,80 nm). A amostra
3, da guar oxidada, apresentou um valor de Lp extremamente pequeno (1,5 nm)
indicando que esta molécula é muito flexivel. Esta flexibilidade pode estar relacionada
principalmente a oxidacdo da manose, levando a desestruturagdo de interagdes

intracadeia, resultando no aumento da flexibilidade do mero.
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5.3.4 Espalhamento de Luz estatico e Grafico de Zimm

A partir do gréafico da razdo Kc/Re versus sen?(8/2) x constante x ¢, obteve-se
os valores de massa molar, raio de giragao e segundo coeficiente virial (A2) para a GN
e AN, respectivamente (FIGURA 28 e 29). Os valores de massa molar, raio de giragéo
e comprimento de persisténcia foram maiores que os obtidos através da técnica de
cromatografia de exclusdo por tamanho o que indica a formacédo de agregados ou

entrelacamentos moleculares.
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FIGURA 28 - GRAFICO DE ZIMM DA GALACTOMANANA DE ALFARROBA NATIVA (AN) EM TRIS-
HCI 0,1 MOLI/L, pH 8,0, UTILIZANDO AZIDA A 200 PPM, EM TEMPERATURA DE 25°C.
FONTE: O autor.

De acordo com os dados apresentados das 12 amostras de GN e AN e
galactomananas oxidadas, observa-se um A2 positivo (A2>0), muito préximo de zero,
mostrando que o TRIS-HCI a 0,1 mol/L/pH 8,0 € um bom solvente. Quando o A2<0 é
um indicativo de que a molécula prefere interagir com ela do que com o solvente. Esta
interacdo pode levar a agregacgao e a precipitacdo molecular, bem como fazer com
que haja um valor de massa molar maior do que o real devido a presenca de
particulados que espalham mais que a luz. Este parametro termodindmico é um
importante dado que é utilizado no calculo da massa molar média-ponderal no SEC,
pois nem sempre é possivel utilizar um solvente 6 (theta) como fase movel, o que
fatalmente contamina os dados de raio de giracao. Por isso faz-se necessario este

valor para a correcdo dos calculos, principalmente se tratando de macromoléculas
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cuja expansao devido a interagao entre a molécula e o solvente pode aumentar o valor
de raio de giragao (STRIEGEL, 2003).

Dentre as galactomananas oxidadas, as amostras de guar 1 e 5 apresentaram
o A2 mais proximo de zero 6,0 x 106 e 4,4 x 106, o que indica que estas sdo as que

menos sofrem influéncia do solvente sobre sua conformacao.
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FIGURA 29 - GRAFICO DE ZIMM DA GALACTOMANANA DE ALFARROBA OXIDADA AMOSTRA 5,
EM TRIS-HCI 0,1 MOL/L, pH 8,0, UTILIZANDO AZIDA A 200 PPM, EM TEMPERATURA DE 25¢°C.

FONTE: O autor.

Nos dados de cromatografia por exclusdo de tamanho, o Rg é calculado
utilizando-se os detectores de espalhamento de luz em varios angulos e o
viscosimétrico para se obter os valores de viscosidade intrinseca [n] (STRIEGEL,
2003). Através da equacao de Flory-Fox (FLORY, 1953) foi obtido o Rg, que n&o é
significativamente afetado pela presenga de particulados, agregados moleculares ou
outros contaminantes presente na amostra. A técnica de espalhamento de luz é
fortemente afetada pela presenca desses particulados, por isso os valores de Rg, Mw
e Lp sdo maiores, comparando-se com os obtidos pelo SEC, como mostrado nas
TABELAS 14 e 15.

A técnica de espalhamento de luz estatica foi realizada com a finalidade de se
comparar os valores de Rg e Lp com os valores obtidos no grafico de Zimm. Apesar
destes valores ndo serem iguais, ha uma tendéncia similar. Como se pode ver com
relacdo a amostra 1, tanto através do espalhamento de luz estatico, como no grafico
de Zimm, foi a amostra que teve o maior Rg, 154 nm e 137 nm, respectivamente.

Comparando-se o Rgda amostra 1 pelo espalhamento de luz com o valor obtido pelo
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espalhamento de luz e o calculado a partir do dado de [n], observa-se que este € cerca
de 6 vezes superior ao obtido pela [n], o que indica a presenga de estruturas
supramoleculares em solugao, influenciando os resultados obtidos. Das amostras
oxidadas de alfarroba a 4 foi a qual apresentou o maior valor de Mw (1,1 x 106 g/mol),
apesar de os dados de SEC desta amostra, terem apresentado o menor Mw e Rq.
Dentre as amostras de alfarroba oxidadas esta € a que apresenta a maior razao de

Ac. Man/Ac. Gal 5,03:1, o que pode explicar o motivo da grande agregacéo

TABELA 14 — PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DAS GALACTOMANANAS DE ALFARROBA
NATIVA E AMOSTRA 1, AMOSTRA 2, AMOSTRA 3, AMOSTRA 4 , AMOSTRA 5 A PARTIR DOS
GRAFICOS DE ZIMM OBTIDOS PELA TECNICA DE ESPALHAMENTO DE LUZ ESTATICO ()

Grafico de Zimm

Amostras Rg (nm) Lp (nm) Mw (g/mol) A2 (cm3mol/g?)
AN 112,3 12,87 9,3x10° (4,9 £0,14)x10*

1 137 - 1,48 x 10° (1,2 £ 2,8)x10*

2 94,9 12,53 9,4 x10° (9,5 £3,7)x10°

3 95,8 36,49 3,7x10° (9,2 £0,83)x10*

4 120,8 17,8 1,1 x 108 (1,6 £0,41)x10*

5 101,9 20,1 6,9 x 10° (1,7 £ 3,0)x10°

(1) Espalhamento de luz multi-dngulos Brookhaven Instrumentos BI-9000, He-Ne laser a 632,8 nm, com
23 angulos de espalhamento entre 30° a 140°.

*

Nao foi possivel realizar o calculo de Lp para esta amostra.
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TABELA 15 — PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DAS GALACTOMANANAS DE GUAR NATIVA E
AMOSTRA 1, AMOSTRA 2, AMOSTRA 3, AMOSTRA 4, AMOSTRA 5 A PARTIR DOS GRAFICOS DE
ZIMM OBTIDOS PELA TECNICA DE ESPALHAMENTO DE LUZ ESTATICO ™.

Grafico de Zimm

Amostras Rg (nm) L, (nm) Mw (g/mol) A2 (cm®mol/g?)
GN 107,3 18,9 9,7 x10° (4,4 £0,13)x10*

1 78,2 11,7 8,3x10° (6,0 £ 0,28)x10

2 83,8 23,7 4,9 x10° (5,0 £ 0,42)x10*

3 63,1 24,2 2,9x10° (6,6 £0,91)x10*

4 73,8 26,7 3,5 x10° (3,4 £0,61)x10*

5 83,1 253 4,6 x 10° (4,4 + 0,44)x10

1. - Espalhamento de luz multi-angulos Brookhaven Instrumentos BI-9000, He-Ne laser a 632,8 nm,

com 23 angulos de espalhamento entre 30° a 140°.

A amostra de guar oxidada 3 apresentou um valor de Mw (2,9 x 10° g/mol)
semelhante ao obtido por SEC. Esta amostra também apresentou o menor valor de Rg,
tanto no grafico de Zimm quanto no espalhamento de luz estatica, de 63,1 nm e 54,9
nm. As demais todas tiveram um valor de Mw e Rg superiores aos obtidos por SEC,
como detalhado na TABELA 15.

De acordo com Freitas e colaboradores (2005, 2010 e 2011), os valores de [n]
sao os mais indicados para se realizar os calculos do comprimento de persisténcia,
pois este parametro ndo sofre a influéncia da formagado de agregados moleculares.
Por este motivo apesar dos valores de Lpterem sido calculados por espalhamento de
luz, e apresentados nas tabelas 14 e 15, eles nao foram considerados como indicativo
para determinar a flexibilidade da cadeia polimérica, por terem sido fortemente
afetados pela presenca de agregados ou entrelagamentos moleculares das

galactomananas nativas e oxidadas.
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6 CONCLUSAO

A partir dos dados da cinética da reacao de oxidagdo da goma guar e alfarroba
pode-se concluir que ha uma preferéncia em oxidar primeiro a manose e
posteriormente a galactose na goma de alfarroba. Na cinética da goma guar
inicialmente ha uma oxidagao na galactose, cuja oxidagdo decresce com o aumento
da oxidagao da manose, e por fim, a galactose volta a ser novamente oxidada.

A oxidacdo foi confirmada através dos espectros de Infravermelho onde se
observou nas amostras oxidadas a banda em 1730 cm™, referente aos &acidos
carboxilicos. A determinagao de acidos urdnicos foi utilizada como uma prova da
oxidagao dos monossacarideos das galactomananas.

Os dados de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
também auxiliaram na confirmacgao da oxidacao. Através dos espectros bidimenionais
de HMQC (C-H), pode-se observar o desaparecimento do deslocamento quimico (d)
em 61 e 62 ppm referentes ao C-6. Comprovando assim a seletividade do reagente a
hidroxila primaria do carbono C-6 durante a oxidagdo. Nos espectros de RMN 'H os
sinais dos hidrogénios anoméricos sem modificagdo encontraram-se em 5,44 ppm e
5,16 ppm para a galactose e manose. Os sinais dos protons do monossacarideo que
possui a oxidacao foram encontrados em 5,61 ppm e 5,29 ppm. Além desses sinais
foram encontrados nas amostras oxidadas sinais referentes a hidrogénios anomericos
intermediarios, relacionados a aldeidos formados durante a reacdo. Para a
galactomanana de alfarroba esses sinais estdo em 5,21 ppm e 5,20 ppm amostra 1,
2, 4 e 3. Nas amostras de galactomanana de guar parcialmente oxidadas 1, 2, 3 e 4
esses sinais apareceram em 5,20 ppm, 5,31 ppm, 5,30 e 5,32 ppm.

A razdo Man/Gal da AN e as amostras oxidadas 1, 2, 3, 4, e 5 obtida pela
cromatografia de troca ibnica HPAEC-PAD foram 3,78:1; 1,98:1; 1,90:1; 1,77:1; 1,49:1
e 3,93:1. Esta queda nos indica que durante a reacdo a manose é preferencialmente
oxidada e posteriormente a galactose. A razdo Man/Gal para a guar nativa e oxidadas
1, 2, 3, 4 e 5 foram de 1,23:1; 1,59:1; 1,54:1; 1,59:1; 1,48:1 e 5,37:1, indicando uma
oxidagao inicial na galactose e posteriormente na manose, e ao final da reacao,
novamente a preferéncia por oxidacdo em galactose.

Os valores de Mw, [n] € Rg diminuiram com o aumento do grau de oxidagao.
Enquanto que o valor de Mw/Mn foi maior que o valor da galactomana nativa. As

amostras oxidadas de alfarroba 1, 2, 3, 4 e 5 apresentaram Lp de 3,75 nm, 2,6 nm, 2,4
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nm, 2,5 nm e 2,7 nm, enquanto que a alfarroba nativa teve um valor de 6,15 nm. A
goma guar nativa teve um Lp de 4,15 nm enquanto que as oxidadas apresentaram
valores menores de 3,8 nm, 2,55 nm, 1,5 nm, 1,86 nm e 2,80 nm referentes as
amostras 1, 2, 3, 4 e 5 respectivamente. Conclui-se a partir desses dados que a
flexibilidade da cadeia aumenta devido a oxidacao das hidroxilas primarias do C-6
com o reagente seletivo TEMPO.

Os valores de massa molar, raio de giracdo e comprimento de persisténcia
obtidos através da técnica de espalhamento de luz foram maiores que os adquiridos
pela cromatografia de exclusao por tamanho o que indica a formagao de agregados
ou entrelagcamentos moleculares em solugao, sugerindo que a viscosimetria € uma
boa técnica para analise de galactomananas, sendo menos susceptivel a interferéncia

devido a presenca de agregados moleculares.
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