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RESUMO

Solugdes aquosas de xiloglucana (XG) nativa extraidas das sementes de H. courbaril
(XGJ) formaram géis durante a remogdo enzimatica de residuos de galactose,
presentes na cadeia, a temperatura de 50 °C, pela adicdo da [B-galactose. A
concentracdo enzimatica influenciou a cinética de gelificacdo, mas nao a rigidez do
gel. O modulo de elasticidade dos géis aumentou com o acréscimo da concentragéo
de XG de 10 Pa, em concentracdo de 5 mg mL", para 10° Pa, a 20 mg mL". A
gelificacdo da solugdo iniciou quando 10% da galactose presente na cadeia foi
removida, e parou quando ocorreu a remog¢ao de aproximadamente 65% da galactose.
Entretanto, a rigidez do gel continuou a aumentar lentamente apds a remocéo da
galactose. O resfriamento causou o rompimento da rede reticulada, levando a uma
diminuicdo do modulo de elasticidade dos géis. A densidade dos pontos de reticulagcéo
critica na percolagéo das cadeias de XGJ é maior se as cadeias forem mais longas, o
que significa que a temperatura critica na qual ha a formagao do gel € menor quando
a massa molar de XGJ for maior. O gel formado a partir da XGJ com Mw =3,0x 10% g
mol', apds a formacgéo do gel a 50 °C e resfriamento a 10 °C, n&o se desfez, mesmo
em baixas temperaturas. Entretanto, o gel obtido com Mw = 1,0 x 10° g mol!, em baixas
temperaturas, houve reversdo ao estado sol, aonde n&o ha a presenca da rede
gelificada ou existe a formacéo de poucos pontos de reticulacéo insuficientes para a
formacdo do gel. A formacdo da rede gelificada também foi possivel a partir de
solu¢des aquosas de XG extraida de H. courbaril utilizando-se o sal cosmotrépico
Na2S04. A adicdo 1 mol L' de Na2S04 a XGJ nativa, fez com que houvesse a
formacgao de hidrogéis mais elasticos, entretanto que precisam permanecer um tempo
prolongado a baixas temperaturas para que ocorra a despercolacado da rede. Em
concentracdes menores de Na2S04a 0,75 mol L', 0,65 mol L', 0,5 mol L, foi possivel
obter hidrogéis que apresentassem termo-reversdo dentro da escala de tempo e
temperatura trabalhado nas analises reologicas, contudo com um menor grau de
componente elastico. Em concentragdes menores que 0,5 mol L' de Na2S04 néo
houve a formacédo do hidrogel. Dentre os &nions cosmotrépicos avaliados (SO4?,
HPQO4%, CI, H2PO4, NO3’) 0s Unicos que foram capazes de promover a formacgao da
rede gelificada estavel foram os SO4% e HPO42 (H2PO4 nas condi¢des experimentais
de pH formou ~ 50% de HPQO4?%). Nas analises de microscopia confocal por varredura
a laser foi possivel observar a formagao de grandes agregados e micro fibrilas na rede
gelificada da XGJ com Na2S04 a 1 mol L' enquanto que nas demais apenas foi
possivel ver a formacéo de micro fibrilas. Nas imagens de MEV viu-se que estas séo
formadas por pequenas particulas de XGJ que se ligam umas as outras. Nas analises
térmicas observou-se que a formacédo do gel da XGJ com Na2S0s4+ a 1 mol L é
diferente da rede formada com menores concentracdes. A mudanca de conformagao
apos a adicdo de Na2S04 a solucéo de XGJ foi observada utilizando o CD, o aumento
da adicdo de sal levou a uma maior mudanca na conformagao. Essa mudancga exps
0s segmentos hidrofébicos presentes naturalmente na cadeia de XGJ, promovendo a
reticulacdo sem a necessidade da hidrolise enzimatica com B-gal, tornando este
processo mais viavel economicamente a produgdo de hidrogéis termo-sensiveis ou
termo-reversiveis de xiloglucana.

Palavras-chaves: Xiloglucana de Jatoba 1. Hidrogéis termo-sensiveis 2. Hidrélise
enzimatica 3-gal 3. Sais cosmotropicos 4.



ABSTRACT

Aqueous native XG solutions extracted from the seeds of H. courbaril (XGJ) formed
gels during the degalactosylation at 50 °C induced by addition of the B-gal enzyme.
Enzyme concentration influenced gelation kinetics, but not gel stiffness. The gel
modulus of elasticity increased with increasing concentration of XGJ from 10 Pa at
concentration of 5 mg mL™" to 10° Pa at concentration of 20 mg mL-". Gelling started
at very low degrees of degalactosylation (<10%). Degalactosylation stopped at a
degree of about 65%, but gel stiffness continued to increase slowly. The cooling
caused the breakage of the crosslinks, leading to a decrease in the modulus of
elasticity of the gels. The critical crosslinking density for percolating XGJ chains is
greater if the chains are longer, which means that the critical temperature at which the
gel formation is less when the molar mass of XGJ is higher. For the XGJ with
Mw = 3.0 x 10° g mol!, the gelled network was maintained even at temperatures
10 °C, but with Mw = 1.0 x 10° g mol! there was reversion to the sol state at low
temperatures. It was possible to form a gelled network from aqueous solutions of XG
extracted from H. courbaril using the Na2S04 kosmotropic salt. The addition of 1 mol
L' of Na2S 04 to the native XGJ, resulted in the formation of more elastic hydrogels,
however, which require a longer time at low temperatures for the net to escape. At
lower concentrations of 0.75 mol L', 0.65 mol L', 0.5 mol L, it was possible to obtain
hydrogels that presented thermo-reversion within the time and temperature range
worked in the rheological analyzes, but with a smaller elastic component. At
concentrations less than 0.5 mol L' of Na2SO4 there wasn’t formation of the hydrogel.
Among the evaluated kosmotropic anions (S04, HPO4%, Cl-, H2PO4', NO%), the only
ones that were able to promote formation of the stable gelled network were SO42 and
HP Q4% (H2PO4 forms 50% of HPO4% in the pH of the gel). In the analysis of confocal
microscopy by laser scanning it was possible to observe the formation of large
aggregates and micro fibrils in the gelled network of XGJ with Na2S04 at 1 mol L™,
while in the others it was only possible to see the formation of micro fibrils. In the MEV
images it was seen that these are formed by small particles of XGJ that are joined to
each other. In the thermal analyzes it was observed that the formation of the gelled
network of XGJ with Na2SQ04 at 1 mol L is different from the constitution of the lower
concentrations. The change in conformation after the addition of Na2SO4 to the solution
of XGJ were observed using the CD, increasing salt addition led to a greater change
in conformation. This change exposes the naturally hydrophobic sequences in the XGJ
chain, promoting cross-linking without the need for enzymatic hydrolysis with B-gal,
making this process more economically feasible to produce thermo-sensitive or
thermo-reversible hydrogels of xyloglucan.

Key words: Jatoba xyloglucan 1. Thermosensitive hydrogels 2. B-gal enzymatic

hydrolysis 3. Cosmotropic salts 4.
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1 INTRODUGAO

A xiloglucana (XG) é um polissacarideo formado por unidades de B-D-
glucopiranose (Glc) com ligacdo 1—4. Algumas unidades de glucose s&o substituidas
em O-6 por a-D-xilopiranose (Xil) e alguns monossacarideos de xilose séo
substituidos em O-2 por B-D-galactopiranose (Gal) (CARPITA; MCCANN, 2000;
HAYASHI; OGAWA; MITSUISHI, 1994).

A XG é mais comumente extraida das sementes de Tamarindo indica (XGT),
mas as sementes de Hymenaea courbaril (XGJ) podem ser uma fonte alternativa
deste polissacarideo. A estrutura quimica e as propriedades da XG extraida das
sementes de H. courbaril ja foram extensivamente descritas em literatura (FREITAS
et al., 2015; FREITAS et al., 2005; SANTOS et al., 2004, BUCKERIDGE et al., 1997;
LIMA et al., 1995; LIMA et al., 1993). Entretanto, ainda existem muitos pontos que
podem ser explorados principalmente com relagao as aplicagdes biotecnoldgicas.

Tem-se relatado que géis termo-reversiveis de XG de diferentes fontes podem
ser formados quando uma fracdo das cadeias internas de Gal € seletivamente
removida por tratamento enzimatico com B-galactosidase (B-gal) (BRUN-GRAEPPI et
al., 2010; NISBET et al., 2006; SIRAKAWA; YAMATOYA; NISHINARI, 1998).

A remocgdo de Gal permite que haja interagbes hidrofobicas entre os
segmentos da cadeia de XG, o que promove a reticulagdo entre as cadeias em
temperaturas elevadas, resultando na formacéao do gel. Os géis de XG obtidos apods a
degalactosilacdo sdo interessantes em diversas aplicagbes, contudo o uso na area
biomédica tem sido mais explorado, devido ao fato desses hidrogéis serem
biocompativeis e termo-reversiveis (BURGALASSI et al.,, 2009; COVIELLO et al.,
2007; KAWASAKI et al., 1999; MIYAZAKI et al., 1998).

Estudos reoldgicos aprofundados sobre o processo de gelificacdo séo
importantes para uma melhor compreensdo do comportamento do gel e correta
aplicacdo deste. Em literatura, estudos da formacdo do gel a partir da XG
degalactosilada ainda sdo escassos, entretanto, uma investigacdo mais detalhada
desse tipo foi relatada por Brun-Graeppi e colaboradores (2010). Eles realizaram
ensaios reoldgicos para descobrir qual a temperatura necessaria para que ocorra a
gelificacdo e qual a quantidade de galactose que precisa ser removida para que ela
se inicie. Constatou-se que se 30% ou mais das cadeias laterais de Gal forem

removidas, 0s géis sao formados durante uma rampa de aquecimento até 60 °C a
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concentracdo de XG de tamarindo de 2% (m/m). Um aumento lento do modulo de
elasticidade foi observado quando a temperatura foi mantida a 60 °C. Verificou-se
ainda que a temperatura critica do gel, a qual corresponde a temperatura em que
ocorre a gelificagdo, diminuia se mais cadeias laterais de Gal fossem removidas.

Miyazaki e colaboradores (1998) observaram, através de analises reologicas,
a influéncia da concentragao sobre a formagao do gel. Eles relataram que um pequeno
decréscimo da temperatura do gel foi observado quando a concentracéo de polimero
foi aumentada de 1,5% (m/m) para 2,5% (m/m), indicando que a concentracédo de
polimero utilizada influéncia na formagao do gel. Durante a rampa de resfriamento foi
observada a transicdo da fase gel para sol, entretanto a uma temperatura abaixo da
qual ocorreu a gelificacdo. Busato e colaboradores (2009) verificaram que, através de
testes reoldgicos e nas concentragdes de 1,5 € 2,5% (m/m), apds a remogao de 50%
de Gal nas cadeias laterais, solugbes aquosas de XGJ formaram géis fortes a
temperatura acima de 24 °C.

O comportamento reoldégico da XG nativa oriunda das sementes de H.
courbaril foi investigada em detalhe por Freitas e colaboradores (2015). Os ensaios
reologicos tiveram como objetivo estudar as redes gelificadas formadas. Verificou-se
que uma rede transitéria densamente reticulada foi formada acima da concentracéo
critica de XGJ, estas eram formadas por ligagbes cruzadas devido as ligacdes de
hidrogénio com tempos de vida relativamente curtos. Além disso, um segundo tipo de
ligacbes cruzadas foi identificado com tempo de vida muito longo, levando a formacéao
de um gel fraco quasi-permanente. A formacao deste ultimo tipo de ligagbes cruzadas
foi favorecida pelo aquecimento e foi atribuida as interagcdes hidrofébicas entre as
se¢des da cadeia XGJ desprovidas de cadeias laterais de Gal. A XGJ nativa contém
poucas dessas regides, 0 que explica por que a densidade dessas reticulacbes quasi-
permanentes era muito baixa.

Freitas e colaboradores (2011) estudaram a cinética da degalactosilagao
enzimatica da XGJ e o processo de agregacao resultante em solugbes diluidas. A
partir de dados obtidos pelo monitoramento da reagéo de degalactosilagdo em tempo
real utilizando espalhamento de luz laser, viscosimetro e cromatografia de exclusao
por tamanho, concluiram que a agregacgao € o principal fendmeno responsavel pela
gelificagdo da xiloglucana degalactosilada. Os autores observaram também a
formacdo de microgéis devido ao aumento na formacédo de agregados em tempos

maiores de reacdo, em sistemas diluidos.
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As caracteristicas supracitadas da XG seriam ainda mais interessantes, se, sob
certas condi¢des, a XG pudesse formar géis in situ, gerados a partir da inje¢gdo de um
fluido no local do corpo desejavel antes da gelificagdo, para que a aplicagdo do
produto seja realizada de uma forma minimamente invasiva (RUEL-GARIEPY:;
LERQUX, 2004). Esta transic&o sol-gel pode ser reversivel ou irreversivel e ocorrerem
em resposta a uma mudan¢a na temperatura, pH, for¢a idnica ou de composi¢ao
(HOFFMAN, 2002; BEEL; PEPPAS, 1996).

Hidrogéis de XG com a caracteristica de serem termo-responsivos, além de
serem obtidos a partir da reagéo enzimatica de B-degalactosilacdo (BRUN-GRAEPPI
et al., 2010; NISBET et al., 2006 SIRAKAWA, YAMATOYA E NISHINARI, 1998)
podem ser formados através da adicdo de Eritocromo Negro T (HIRUN;
TANTISHAIYAKUL; PICHAYAKORN, 2010), alcoois (YUGUCHI et al., 2004),
epigalocatequina (NITTA et al., 2004), acido galico (HIRUN et al., 2016), e vermelho
congo (YUGUCHI; HIROTSU; HOSOKAWA, 2005b).

O limiar entre a transi¢ao sol-gel de hidrogeéis termo-responsivos em resposta
a uma mudanc¢a de temperatura € definido como a menor temperatura de solugao
critica (“Lower Critical Solution Temperature” - LCST). A mudanca na solubilidade
polimérica, que leva a formacéo do gel ou ao estado sol, em resposta a variagdo da
temperatura € devido a mudanca no equilibrio entre a por¢ao hidrofobica e hidrofilica
presentes ao longo da cadeia do polissacarideo e a variacdo de energia livre. Em
temperaturas abaixo da LCST, as cadeias poliméricas preferem interagir com a agua,
tornando o polimero soluvel. Acima da LCST, as liga¢gdes de hidrogénio entre a agua
e o polimero tornam-se desfavoraveis em comparagdo com as interacdes polimero-
polimero e agua-agua. Devido a isto, ocorre uma transicdo quando a molécula
solvatada se desidrata, gerando, conformacionalmente, a contracdo da cadeia e
tornando a estrutura mais hidrofébica, e consequentemente levando a formacao do
gel (TAYLOR; CERANKOWSKI, 1975; KIM et al., 2011).

Para promover uma maior interacdo entre as cadeias poliméricas e obter
hidrogéis responsivos, os autores Patachia-Florea, Friedrich e Thomann (2009)
estudaram o efeito da adicio de sais cosmotropicos e caotropicos (Na2S04, NaCl e
NaNQO3) em poli(alcool vinilico). Eles observaram um aumento no modulo de
armazenamento G’ quando adicionaram o sal cosmotrépico (Na2SQO4), evidenciando
uma maior densidade de reticulacdo devido ao aumento das interagcbes entre

polimero-polimero como consequéncia do fendmeno de "salting-out".
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Almeida, Rakesh e Zhao (2014) realizaram dois estudos utilizando um
polimero neutro para a obtencdo de um hidrogel a partir da adi¢céo de sais. No primeiro
estudo eles adicionaram NaCl ou CaClz a solu¢&o de Hidroxipropilcellulose (HPMC) e
avaliardo as propriedades viscoelasticas do gel formado com o aumento e a
diminui¢ao da temperatura. Aumentando-se a concentragdo de sal adicionado houve
uma diminuigdo na temperatura de gelificacdo e aumento do modulo elastico. Neste
estudo ndo foi observado uma diferenca significativa de comportamento dos géis
devido a variagdo do cation (ALMEIDA; RAKESH; ZHAO, 2014a). Num estudo
posterior, eles acrescentaram NaCl, KCl ou CaClz as solugcdes de HPMC, e verificaram
que a temperatura de gelificagcdo diminui linearmente em fun¢do da concentracéo,
independentemente do sal adicionado. (ALMEIDA; RAKESH; ZHAQO, 2014b).

Hidrogéis formados através da adicdo de sais também foram obtidos
utilizando outros polissacarideos neutros como a konja glucomamannan (Yin et. al,
2008) e curdlan (Funami; Nishinari, 2007). Curley e colaboradores (2014) obtiveram
um hidrogel termicamente estavel e resistente a quebra pela adicdo de sulfato de
sbdio a solugdo aquosa de poli(alcool vinilico), o qual pode ser utilizado como material
potencial para o implante de menisco artificial.

Com base no que foi exposto, o presente trabalho tem como objetivo inicial,
que sera apresentado no capitulo 1, estudar mais detalhadamente o efeito da
degalactosilacdo da XG oriunda das sementes de H. courbaril nas propriedades
mecanicas dinamicas de solugdes aquosas de XGJ em fungdo da concentracéo de
XGJ. Investigou-se a cinética da gelificacdo durante a degalactosilacdo, medindo in-
situ os modulos de cisalhamento em fun¢&o do tempo apds a adigcdo de diferentes
quantidades de B-gal. A dependéncia da temperatura do médulo de elasticidade foi
determinada para estudar a reversibilidade térmica. Cadeias de XGJ com diferentes
massas molares médias ponderadas (Mw) foram utilizadas para estudar o efeito desta
mudanca na gelificacdo.

Posteriormente, foi desenvolvido um trabalho, exposto no capitulo 2, com o
objetivo de buscar a formacdo de hidrogéis termo-sensiveis utilizando a XGJ e
empregando uma metodologia ainda nao explorada. Nosso foco foi a obtengcdo desses
hidrogéis através da adicdo de um anion cosmotropico, ion sulfato, e comparou-se o
gel formado com outros obtidos através da adicdo de outros anions elencados na série
de Hofmeister. Avaliou-se a formacdo do hidrogel termo-sensivel a temperatura

através de testes dindmicos oscilatérios ao longo do tempo € em varias temperaturas.
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Adicionalmente, foram realizados experimentos de gelificacdo por microscopia
confocal a laser e eletrbnica de varredura. Apresenta-se também as avaliagdes
calorimétricas obtidas através das analises com o microcalorimetro diferencial de
varredura e da conformacéo da XGJ ao longo da temperatura com ou sem adi¢éo de

anions e através da técnica de dicroismo circular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1HIDROGEIS

Hidrogéis sdo materiais viscoelasticos formados por uma rede tridimensional
(3D) com a habilidade de absorver uma grande quantidade de agua e manté-la nesta
estrutura, sem que haja o rompimento da rede 3D. A estrutura tridimensional desses
géis pode ser formada por ligagdes quimicas ou interagdes fisicas (PEPPAS; MIKOS,
1986; PATEL; MEQUANINT, 2011).

Uma solugéo polimérica dispersa em um solvente, na qual as moléculas estéo
soluveis, € conhecida como estando no estado Sol (FIGURA 1a). Neste estado nao
ha a presenca de pontos significativos de reticulacdo. Entretanto, quando se comega
a aumentar a quantidade de pontos de reticulacdo entre as cadeias poliméricas
(FIGURA 1b), em certo momento este polimero ndo estara mais dissolvido no
solvente, mas apresentara um inchamento limitado neste (FIGURA 1c). Isto ocorre
porque a solubilidade é contrabalanceada pela forgca de elasticidade gerada por esses
pontos de reticulacdo. A este estado, chamado de gel, ocorre a formacéo da rede 3D
ou gelificada. A transicdo que acontece entre um sistema em que as moléculas estéo
soluveis e n&o ha pontos de reticulacdo no meio delas para um sistema em que ha
inumeros pontos de reticulagdo é chamado de transicdo sol-gel (RUBINSTEIN;
COLBY, 1992; PEPPAS et al., 2000).

FIGURA 1 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA TRANSICAO DO ESTADO SOL (a) ~GEL (c).

a b c
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FONTE: Adaptado de Kakihana,1996.
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Os hidrogéis podem ser classificados de acordo com a carga idnica, origem,
natureza do inchago ou da reticulacido e das propriedades fisicas, como mostrado na
FIGURA 2. Entretanto, dentre essas caracteristicas a mais importante € a natureza da
reticulagéo (PATEL; MEQUANINT, 2011). Hidrogéis formados por reticulagéo quimica
possuem limitagcdes em sua utilizacdo devido ao fato de, usualmente, serem utilizados
agentes tdxicos e pela dificuldade em se remover completamente os residuos destes.
A reticulacéo fisica € formada por interagcdes entre as cadeias poliméricas que podem
ocorrer devido as ligagbes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas, entrelacamento,
ligacdes ibnicas, interagdes de van der Waals (BAE et al., 2000; QIU; WIRSEN;
ALBERTSSON, 2000; PARK; BAE, 2002; PATEL; MEQUANINT, 2011).

FIGURA 2 — ESQUEMA DA CLASSIFICACAO DOS HIDROGEIS.

Ligaghes | anidnico catidnico anfifflico
covalentes m ‘ ‘
Vander | |
Waals
Carga iénica Naturais
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hidrogénio Sintéticos
— —{ Reticulagdo —| Origem
hidrofébicas
Propriedades
Ligagoes | | flsicas
ibnicas e T
Hidrogéis Hidrogéis
inteligentes convencionais

Estres.se oH ‘For‘ga Luz {(UV, Campo Campo
mecénico | ibnica IR) magnético | | elétrico

FONTE: Adaptado de Patel e Mequanint, 2011.

Hidrogéis chamados de “inteligentes” sdo caracterizados como sendo géis
que sao formados em resposta a algum estimulo do ambiente. A capacidade de
inchamento desses géis, ou seja, a formagao dos pontos de reticulagdo ocorre devido
aos parametros como a temperatura, tipo do sal ou forga ibnica. A mudanca desses
parametros pode aumentar ou diminuir os pontos de reticulagdo e a capacidade de
intumescimento desses materiais (DEVINE; HIGGINBOTHAM, 2003). Como exemplo
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de um hidrogel “inteligente” tem-se o desenvolvido por Barbucci, Magnani e Consumi
(2000) que sintetizaram a carboximetilcelulose (CMC) para a obtengéo de hidrogéis
responsivos a variagao do pH. Os géis foram obtidos através da adigéo de iodeto de
clorometilpiridina (CMPJ) a forma acida da CMC para gerar a formacéo de hidrogéis
com 2,5%, 25%, 50% e 100% de reticulagdo, o grau de reticulacdo foi estimado de
acordo com a quantidade de CMPJ adicionada. A absor¢éo de agua desses hidrogéis
formados foi governada pelas ligagdes de hidrogénio e dependentes do pH, com

excecdo da amostra com 100% de reticulacao.

Hidrogéis “inteligentes” termo-sensiveis s&o formados devido a resposta a
mudanca de temperatura. Existem varios mecanismos envolvidos nesta gelificagao
térmica em solugdes aquosas, e para alguns polimeros eles ainda s&o um tema de
debate (KLOUDA; MIKOS, 2008). Muitos polimeros exibem uma mudanga na
solubilidade devido ao aumento da temperatura (“lower critical solution temperature” -
LCST). Isto ocorre em virtude das mudancgas na hidrofilicidade e hidrofobicidade na
cadeia polimérica, assim como na variagéo de energia livre (TAYLOR, 1975; SCHILD,
1992 apud in RUEL-GARIEPY; LEROUX, 2004).

Quando um polimero é disperso em agua, existem trés tipos de interagcéo que
podem ocorrer: entre as moléculas do polimero, as moléculas do polimero e a agua,
e entre as moléculas de agua. Para polimeros que exibem uma LCST, o aumento da
temperatura resulta em uma associagao desfavoravel entre agua-polimero, facilitando
a interagdo agua-agua e polimero-polimero (FIGURA 3). Este tipo de interacdo gera
uma variagao de energia livre negativa (AG) que favorece a interagdo entre as cadeias
poliméricas. Isto ocorre porque a energia livre varia com a entalpia (AH), entropia (AS)
e a temperatura (T) (AG = AH - TAS). O aumento da temperatura resulta em um valor
maior do produto -TAS e um AG negativo, levando a separagéo de fases em interacoes
moleculares dependentes da temperatura, principalmente associadas a redugao das
ligagbes de hidrogénio e maximizacgéo dos efeitos hidrofébicos. O aumento da entropia
translacional do solvente envolvido nas interacdes dos sitios hidrofobicos também é
um parametro decisivo € que rege o sistema, e este fendbmeno é conhecido como
efeito hidrofébico (SCHILD, 1992 apud in RUEL-GARIEPY; LEROUX, 2004).

Existem varias mudanc¢as conformacionais que podem ocorrer na temperatura

critica e todos estes derivam de uma interacdo fisica reversivel das cadeias de
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polimero. Portanto, os géis podem voltar ao estado sol, apds o estimulo térmico, que
gerou a gelificacdo, ser removido (KLOUDA; MIKOS, 2008).

FIGURA 3 — TRANSICAO SOL-GEL EM RESPOSTA A MUDANCA DE TEMPERATURA.

A7 Porciao hidrofilica
@ Porgio hidrofébica
0 Moléculas de agua

FONTE: Kim e colaboradores, 2011.

A resposta a formacéo do hidrogel devido ao aumento da temperatura, tornou-
se 0 objetivo de interesse de diversos estudos cientificos, devido as suas inumeras
possibilidades de aplicacdo na industria biomédica, como em sistemas de entrega de
drogas (HE et al., 2008), biosensores (SCHMALJOHANN et al., 2003;), na engenharia
de tecidos (RATNER; HOFFMAN, 1976), para terapia génica de células (PETRINI et
al., 2003), no encapsulamento celular e de enzimas (AEBISCHER et al., 1991;
EMERICH et al., 1992; ZIELINSHI; AEBISCHER, 1996).

Como material injetavel (FIGURA 4), a aplicagao de hidrogéis termo-responsivo
torna-se interessante por ser um procedimento minimamente invasivo, o qual consiste
em injetar um fluido formador de gel no corpo antes da gelificacdo, de modo que esta
ocorra no lugar desejavel (RUEL-GARIEPY: LEROUX, 2004).
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FIGURA 4 - REPRESENTACAO GRAFICA DE UM HIDROGEL TERMO-RESPONSIVO INJETAVEL.

Polimero
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FONTE: http://www.supramolecularbiomaterials.com/research/

Dentre os materiais utilizados para a obtencao de hidrogéis termo-responsivos
existem os obtidos através de polimeros sintéticos como o copolimero de 6xido de
etileno e 6xido de propileno (poloxamero 407), utilizado por Bochot e colaboradores
(1998). Neste trabalho eles desenvolveram um sistema ocular de liberagdo controlada
de farmacos utilizando lipossomas peguilados dispersos em um hidrogel termo-

responsivel de poloxamero 407.

Outra classe de polimeros sintéticos muito utilizada para a formacgao de
hidrogéis termo-responsivos sao os Pluronic® (poloxameros, polimeros tribloco de
poli(oxido de etileno); poli(propileno) e poli(oxido de etileno). Os trabalhos de Chen
(2011a) e Chen (2011b) estudaram a adigéo de nanoparticulas de prata em hidrogéis
formados com Pluronic F127 e F68 para a obtengcao de um gel antimicrobiano. Estes
foram eficazes no combate ao Staphylococcus aureus e tiveram uma eficacia

moderada contra a Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Com relagao aos biopolimeros, muitos podem ser utilizados para a formagéao
de hidrogéis. Destaca-se a quitosana cuja variagdo do pH pode levar a formagéo de
um hidrogel (GANGULY; DASH, 2004). Com este material também podem-se obter
hidrogéis termo-responsivos através da adicdo de sais ou polidis (CHENITE et al.,
2000; CHO et al., 2005). Ruel-Gariépy e colaboradores (2000) investigaram as
propriedades fisicas da quitosana-glicerofosfatada (GP) cuja gelificacdo ocorreu a
temperatura de 37 °C. Segundo os autores a gelificagdo, além de ser dependente da

temperatura também é dependente do grau de desacetilagdo da quitosana.

Gordon e colaboradores (2010), desenvolveram um sistema de vacina

baseado na incorporagdo de nanoparticulas de silica contendo um antigeno
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incorporado numa matriz de hidrogel de quitosana. Esse sistema foi capaz de

estimular a proliferacdo das células imunoldgicas.

A obtencao de hidrogéis termo-sensiveis também pode ser realizada através
da combinacdo entre polimeros com capacidade de responder a mudanga de
temperatura e iénica, como € o caso do estudo realizado por Itoh e colaboradores
(2008). Neste artigo eles obtiveram um gel através da mistura de pectina, cuja
gelificagdo ocorre em resposta a mudanga na for¢a idnica, e a XG parcialmente
degalactosilada com a enzima B-galactosidase (B-gal) que possui a caracteristica de
ser termo-responsivo. A interacdo sinérgica entre esses dois polimeros com
caracteristicas diferentes de resposta a mudan¢a do ambiente resultou na formacéao

de um possivel veiculo de entrega de farmaco via oral com liberagdo controlada.

Shirakawa, Yamatoya e Nishinari (1998) estudaram a gelificagdo da XG
proveniente de sementes de tamarindo utilizando a enzima fungica p-gal para remover
os residuos de galactose. Neste trabalho, eles observaram que a gelificagdo ocorre
quando mais de 35% da galactose é removida, tornando o material termo-responsivo
e termo-reversivel. Reid, Edwards e Dea (1988) observaram a gelificacdo apds a
remocg&o de mais de 50% em XG proveniente de sementes de nasturio. A gelificagao
foi atribuida as associacdes hidrofébicas entre as cadeias principais sem a presenca

do monossacarideo de galactose.

Como mostrado, dentre os polissacarideos utilizados para a obtengédo de
hidrogéis termo-responsivos a XG é uma fonte em potencial para o desenvolvimento
desses materiais. A técnica mais utilizada para a obtencdo do hidrogel termo-
responsivo € através da reacéo de degalactosilagéo da XG, usando como catalizador
a enzima B-gal, entretanto ainda existem muitos aspectos reacionais que devem ser
elucidados. A obtencdo de um hidrogel através de mecanismos mais baratos e
simples também € um outro ponto a ser explorado. Portanto esses aspectos seré&o o

tema dos estudos apresentados as seguir.

2. 2XILOGLUCANA

A XG é um polissacarideo ramificado presente na parede celular dos vegetais

superiores (ALBERSHEIM et al., 1996). S&o muito importantes, pois desempenham

papel estrutural na parede celular primaria desses vegetais, bem como apresentam
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fungcdo de reserva em sementes de algumas espécies de dicotileddneas (HAYASHI,
1989).

A estrutura da cadeia principal da xiloglucana € constituida por unidades
repetidas de B-D-glucopiranose unidas por ligacbes glicosidicas do tipo (1—4).
Ocorrem substituicdes em O-6 por unidades de a-D-xilopiranose, que pode também
ser substituida em O-2 por B-D-galactopiranose (CARPITA; MCCANN, 2000;
HAYASHI et al., 1994). Além disso, nas XG presentes na parede celular primaria, as
B-D-galactopiranoses podem ser substituidas em O-2 por a-L-fucopiranoses. Dessa
forma, elas sdo chamadas de XG fucosiladas (CARPITA; GIBEAUT, 1993). AFIGURA
5 mostra a representagdo esquematica da estrutura da cadeia de XG de semente de
Jatoba. A propor¢édo monossacaridica de Glc:Xil:Gal presente na cadeia de XG € de
aproximadamente 4:3:1 (HAYASHI, 1989)

FIGURA 5 - REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA CADEIA DA XILOGLUCANA PROVENIENTE
DO ENDOSPERMA DAS SEMENTES DE JATOBA.
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FONTE: Adaptado de Hayashi, 1989 e Reid, 1985.

Uma vantagem dos polissacarideos de reserva em sementes, comparados
aos de parede celular, é a sua facilidade de extragcdo. Os de reserva s&o encontrados
em grande quantidade, e sao obtidos por extracdo aquosa e praticamente livres de
contaminantes, com alto rendimento, formando solu¢cdes viscosas em baixas
concentragbes (HAYASHI et al., 1994). Por tais motivos foram escolhidos para o

desenvolvimento deste trabalho.
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Dentre as diferentes fontes de XG, as obtidas das sementes de Hymenaea
courbaril conhecidas como Jatoba (XGJ) sdo encontradas de forma abundante no
Brasil, FIGURA 6 (LIMA et al., 1993). A arvore de Jatoba possui uma copa enorme,
crescendo a 30 m de altura, nativa da floresta amazonica e partes da América Central
tropical. O género Hymenaea compreende duas dezenas de espécies de arvores altas
distribuidos em zonas tropicais da América do Sul, México e Cuba. Pertence a Familia:
Fabaceae, Género: Hymenaea, Espécie: courbaril, Sinbnimos. Hymenaea animifera,
H. candolleana, H. muiltiflora, H. resinifera, H. retusa, H. stilbocarpa, Megacarpa inga
(TAYLOR, 2002).

FIGURA 6 — FOTO DOS FRUTOS E DA POLPA DE JATOBA.

FONTE: https://www.greenme.com.br/remedios-caseiros/4519-jatoba-arvore-nativa-medicinal-uso-da-casca-e-das-
sementes

A XG proveniente das sementes de Jatoba € uma fonte opcional e alternativa
de XG, a qual possui estrutura similar a comercialmente utilizada (LIMA et al., 1995).
Em agua, a XGJ forma uma solugdo viscosa que pode ser utilizada em diversas
aplicacdes, na industria alimenticia (PONGSAWATMANIT et al., 2006), ou através de
modificacdes ela pode ser aplicada na industria farmacéutica (KAWASAKI et al., 1999;
MAHAJAN et al., 2012; MIYAZAKI et al., 1998) e no desenvolvimento de implantes
médicos (NISBET et al., 2010).

A hidrélise enzimatica com a endoglucanase Il (EGIl), também conhecida
como celulase, realiza a quebra da cadeia principal de (1—4)-B-D-glucopiranose. Esta
reacao reduz a cadeia de XG a blocos menores até a obtencéo de oligossacarideos,
0os quais ajudam na compreensao da constituicdo da estrutura do polissacarideo
(HAYASHI, 1989).
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Fry e colaboradores (1993) desenvolveram uma nomenclatura para os
oligossacarideos provenientes da XG. Quando a glucose n&o apresenta nenhuma
substituicdo esta é representada pela letra G, a glucose com substituicdo por xilose é
representada pela letra X, a xilose com substituicdo por galactose € representada pela
letra L, e caso a galactose possua substituicdo por fucose esta € representada pela
letra F.

LIMA e colaboradores (1995) realizaram estudos da estrutura da XG presente
nas sementes de Jatoba. Através das analises da composi¢do monossacaridica e dos
oligossacarideos eles concluiram que a XGJ possui uma composi¢do semelhante as
outras XG provenientes de diversas fontes. Buckeridge e colaboradores (1997)
também realizaram estudos sobre a estrutura e composicao oligossacaridica da XG
proveniente da Hymenaea courbaril comparando-a com a XG de outras origens,
Tamarindus indica e a Copaifera langsdorffii. Nesse estudo minucioso descobriu-se
que a XG de Hymenaea courbaril possui um oligossacarideo diferente das demais, o
XXXXG (FIGURA 7F).

FIGURA 7 — REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DAS ESTRUTURAS DOS OLIGOSSACARIDEOS
PRESENTES NA XILOGLUCANA DE JATOBA. (A) XXG, (B) XXXG, (C) XLXG, (D) XXLG,
(E) XLLG, (F) XXXXG, (G) XXXLG, (H) XLXXG e (I) XXLXG*

Gal
(A) (B} (C) *
Xyl Xyl Xyl ¥yl Xy ¥yl Xyl Xyl
I [ | [ | | [ ]
Glc=Gle-Glc Gie ~ Glc ~ Gle - Gic Gle — Gle —Gle — Gle
Gal Gal Gal
{by I (E} L (F}
Kyl Xyl Kyl Xyl Xyl Xyl Xyl Ayl Xyl Xyl
| [ [ | [ | [ I | |
Gl — Gl — Gle — Gle Glo=Glc-Gle=-Glo Glc — Gle — Gle — Gle — Gle
{G) Glal {H) G.Ieul {1 Glal
Kyl Xyl ¥yl Xyl Kyl Xyl Nyl Myl Ayl Xyl Xyl Xyl
[ [ [ [ [ [ [ | [ ! | [
Gle — Gle — Gle — Gl — Gl Gle — Gl — Gle — Gle — Gle @l = Glc = Glc - Glc - 8lc

* G é a glucose ndo-substituida, X é Glucose substituida por xilose e L € a xilose substituida por
galactose

FONTE: Spier e colaboradores, 2015.
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Segundo os autores supracitados a presenga deste oligossacarideo
provavelmente € o responsavel pela XG proveniente de Jatoba ter uma conformacgéo
diferente das outras utilizadas no trabalho, e devido a este fato, a XGJ tem uma menor
interacdo com o iodo. Freitas et al. (2005) confirmou a presencga da nova série de
oligossacarideos, inclusive galactosilados (FIGURA 7G, H, 1), e observou um aumento
em parametros associados a rigidez da cadeia deste polissacarideo em solucéo,
quando comparado as outras fontes de XG.

Spier e colaboradores (2015) realizaram o primeiro monitoramento em tempo
real da hidrolise enzimatica com Endo-1,4-B-D-glucanase Il (EGIl) da XG proveniente
das sementes de Tamarindus indica e Hymenaea courbaril. As analises foram
monitoradas utilizando um sistema cromatografico e através de um reator acoplado
ao equipamento de espalhamento de luz estatico e viscosimétrico, os dados obtidos
ajudaram na compreensao de como esses oligbmeros sdo formados. Foi observada
a influéncia da acdo da enzima na formagdo de dimeros resistentes, devido a
presenca de galactose vicinal ao sitio de acdo da EGIIl. A acdo da enzima EGII é
limitada na presenca de galactose nas cadeias laterais que impedem a enzima de
interagir com o seu sitio ativo (LYND; WYMAN; GERNGROSS, 1999; VINCKEN;
BELDMAN; VORAGEN, 1997)

A presenca de agregados moleculares em solu¢do de XGJ pode ser
minimizada pelo aquecimento das solugbes a 85 °C por 2 h, com redugéo da massa
molar, viscosidade intrinseca e raio de giro devido a processos de desagregacao
(FREITAS et al., 2005). Novamente, estes autores identificaram que a presenga de
uma série unica de oligossacarideos na estrutura da XGJ, o que induzia a formagéo
de uma molécula mais rigida quando comparada com a de XG de tamarindo.

Arruda e colaboradores (2015) extrairam XGJ e avaliaram a estrutura do
polissacarideo, que apresentou composigao de Glc, Xyl e Gal nas propor¢des de 4:3:2
respectivamente. As anadlises reoldgicas mostraram comportamento de solucdes
viscoelasticas da XGJ em concentragbes de 0,5 e 1,0% (m/v). Filmes de XGJ
mostraram que ela ndo apresenta atividade antimicrobiana e hemolitica, além de n&o
apresentar toxicidade, com potencial para aplicagbes biotecnoldgicas por ser
biocompativel.

Freitas e colaboradores (2015) observaram a formacdo de duas redes
poliméricas em solugdes de XGJ: a rede transiente, observada em altas frequéncias

por reologia, com tempo de relaxamento muito baixo (observada a altas frequéncias
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e associadas a ligagdes fisicas e transientes) e geradas por ligacdes de hidrogénio e
pelo entrelagcamento molecular fisico, € uma rede quase-permanente (observadas a
baixas frequéncias e associadas a ligagdes permanentes ou com indicagcdo de serem
permanentes ou quase-permanentes), observada a baixos valores de frequéncia e
com tempo de relaxamento elevado, associadas as intera¢des hidrofobicas de partes
da molécula naturalmente livres de galactose. Ambos os tipos de redes (quase-
permanente e transiente) na XGJ foram encontradas em concentra¢des semidiluidas,
acima da concentragao critica (c*).

Apesar dessas interacdes hidrofébicas estarem presentes na solugéo de XGJ,
elas ndo s&o suficientes a ponto de formarem uma rede gelificada (Freitas et al., 2015).
Para que haja a formagao de uma rede 3D s&o necessarias modificagcdes enzimaticas
na cadeia polimérica ou através da adicdo de agentes que promovam a gelificacdo da
XGJ. Essas modificagbes podem contribuir para melhorar propriedades
macromoleculares e hidrodindmicas, ampliando a gama de aplicacdo destes
polissacarideos e despertando interesse na exploragdo dessa matéria-prima de

origem biolégica em processos industriais € biotecnologicos.

2.3 OBTENCAO DE HIDROGEIS TERMO-SENSIVEIS DE XILOGLUCANA ATRAVES
DA REACAO ENZIMATICA COM B-GALACTOSIDASE

A formacéo de uma rede reticulada termo-responsiva na XG, pode ser gerada
utilizando-se a enzima fungica B-galactosidase para remover alguns residuos de Gal
(REID et al., 1988; SHIRAKAWA et al., 1998), como esquematicamente demonstrado
na FIGURA 8.

A formacgao das redes reticuladas ocorre porque 0 segmento mais hidrofilico
da cadeia (porcao de galactose) foi removido, com isso ha uma maior interagdo entre
os segmentos hidrofdbicos (cadeia principal) presentes. Em baixas temperaturas a
cadeia polimérica de XG permanece soluvel em agua. Entretanto, com o aumento da
temperatura sdo formados agregados devido as intera¢des hidrofobicas. Com isso, a
quantidade de agua estruturada ao redor dos segmentos hidrofébicos € reduzida e a
entropia do solvente aumenta (HOARE; KOHANE, 2008). A temperatura em que
ocorrera a formacéo da rede reticulada € dependente do tamanho dos segmentos

hidrofébicos presentes na cadeia, da estrutura quimica do polissacarideo (HOARE;
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KOHANE, 2008) e da concentragdo do polimero (MIYAZAKI et al., 1998; NISBET et
al., 2006).

FIGURA 8 - REPRESENTACAO ILUSTRATIVA DA HIDROLISE ENZIMATICA COM B-GAL DA
XILOGLUCANA DE JATOBA. O EFEITO DO TRATAMENTO COM B-GAL
RESULTANDO EM REMOCAO PARCIAL DA GALACTOSE PRESENTE NA
RAMIFICAGCAO DA CADEIA PRINCIPAL DO POLISSACARIDEO.

— —In

Adigao de p-Gal

— —n

FONTE: Sakakibara e colaboradores, 2017.

Miyazaki e colaboradores (1998) verificaram que o aumento da concentragéo
da solucdo pré-gel de 1% (m/m) a 2% (m/m) de XG gera uma diminuicdo da
temperatura de gelificacdo de 27 °C para 22 °C, bem como no tempo de gelificagéo.
Uma transicao a partir de sol-gel e gel-sol, respectivamente, foram encontrados, e o
gel foi considerado como termo-reversivel apés arrefecimento.

Em termos reolbgicos, porcentagens maiores de degalactosilacdo da XG
produzem géis fortes (BRUN-GRAEPPI et al., 2010; BUSATO, REICHER,
DOMENGUES SILVEIRA, 2009; NISBET et al.,, 2006; SIRAKAWA, YAMATOYA,
NISHINARI, 1998), isto ocorre porque quanto maior a por¢ao hidrofébica presente na
cadeia polimérica, maior sera o custo entrépico para realizar a estruturagao da agua,
maior a forca motriz gerada para formar os agregados hidrofébicos e menor a

temperatura em que ocorrera a gelificagdo (HOARE; KOHANE, 2008).
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Brun-Grappi e colaboradores (2010) observaram que com o aumento do
tempo de reacao de degalactosilagdo da xiloglucana de tamarindo houve a formagéao
de um gel termo-reversivel. Quanto maior a taxa de remogé&o de galactose menor é a
temperatura em que se inicia a gelificacdo. Através das analises de espalhamento de
luz estatico e dindmico eles observaram que houve uma mudanca na conformagao da
XGT com o aumento da porcentagem de remoc¢ado da galactose. Quanto menor a
presenca de Gal na estrutura da XGT menor o valor do segundo coeficiente virial (A2)
obtido, ou seja, menor a interagdo entre polimero-agua e maior a interagdo entre
polimero-polimero. Também foi observado uma histerese térmica devido a formagao
de agregados com interac¢des fracas (LI et al., 2001) e ou de cadeias poliméricas
rigidas (FANG; NISHINARI, 2003). Os géis formados apresentaram propriedades
interessantes em termos biomédicos, devido a termo-reversdo em si, mas também
devido a baixa toxicidade e baixa imunogenicidade.

Kawasaki e colaboradores (1999) realizaram estudos dos hidrogéis formados
de XG de tamarindo ap6s remocéo de 44% da galactose presente na cadeia. Esse
estudo foi realizado in vitro e in vivo avaliando-se a liberacdo de indometacina e
diltiazem adicionada a rede gelificada de XGT. A solu¢do polimérica contendo os
farmacos foram administradas via oral, e a gelificagdo do material ocorreu com 0
tempo. Os resultados obtidos mostraram que a biodisponibilidade do farmaco
administrado a partir dos géis foi maior que em solucio, 0 que torna esse hidrogel
termo-reversivel um potencial veiculo para transporte de drogas.

Hidrogéis termo-reversiveis de XG de Tamarindo também foram avaliados
como potenciais veiculos para transporte de farmacos via nasal (MAHAJAN et al.,
2012), via retal (MIYAZAKI et al., 1998) e administracéo via percutanea (TAKAHASHI
et al., 2002) obtendo-se resultados satisfatérios e que os habiltam a serem
empregados para esses fins.

Apesar de muitos outros estudos ja terem estudado a formacido de géis
através da remoc&o enzimatica de galactose, os detalhamentos reologicos das redes
estruturais entre moléculas de XG degalactosiladas ainda n&o foram explorados.
Diferentes questionamentos sobre os tipos de redes poliméricas presentes nos géis
ainda permanecem incognitos, o que justifica a continuidade dos estudos. Outro ponto
a ser explorado € o fato de que a maioria dos estudos foram realizados utilizando-se
a XG oriunda das sementes de Tamarindo e visto que a composi¢éo oligossacaridica,

massa molar e até mesmo a conformacéo delas s&o diferentes, torna-se importante
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avaliar o quanto essa diferenca influenciara na formacdo do hidrogel termo-
responsivo.

O crescente interesse por géis “inteligentes” que sejam termo-responsivos e
reversiveis destinados a serem utilizados em areas distintas, faz com que haja a
necessidade do desenvolvimento de diferentes mecanismos para a obtencdo desses
hidrogéis. A técnica de degalactosilacdo da XG € a mais amplamente empregada para
a formacado de hidrogéis termo-responsivos e reversiveis. Ha em literatura outras
maneiras de se obter tais géis com por exemplo: reticulacdo, alteracdo da qualidade
termodinamica do solvente e polidis, além das ja extensivamente discutidas remog¢des
das galactoses da XG. Os artigos ja reportados em literatura sobre formagéo de

hidrogéis de XG ser&o descritos na sequéncia do texto.

2.4 OBTENCAO DE HIDROGEIS TERMO-RESPONSIVOS DE XILOGLUCANA
ATRAVES DA ADICAO DE AGENTES GELIFICANTES

Yuguchi e colaboradores (2005a) desenvolveram um gel termo-reversivel
através da adicdo de iodo a solugdo de XG das sementes de tamarindo. Neste
experimento eles obtiveram um material que em baixas temperaturas € um gel com
cor azul, enquanto em altas temperaturas ele se torna uma solucéo de cor vermelha.
A formacéo da rede gelificada se da, segundo os autores, através da interacdo de
duas cadeias de XG associadas devido a interac&o eletrostatica com o iodo ou ions
de iodo.

A gelificacdo da XG proveniente das sementes de tamarindo também pode
ser obtida através da adicdo de alcool como descrito em literatura por Yuguchi e
colaboradores (2004). O comportamento do gel é fortemente dependente do tipo de
alcool adicionado. A adicéo de alcool poli-hidricos resulta em menos interagdes entre
as cadeias, enquanto a adi¢do de alcool mono-hidrico leva a formacéo de varios
agregados aleatérios devido a interagbes mais fortes entre a XG e as moléculas de
alcool. Com isso as moléculas de agua presentes na camada de solvatagéo do
polissacarideo sdo excluidas e as interacbes entre as cadeias polissacaridicas séo
promovidas.

Polifendis, em especial as unidades de éster de acido galico (GA), séo

moléculas que possuem propriedades antioxidantes e sdo benéficos para a saude
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humana (NAMIKI et al., 1991, MURAMATSU et al, 2002; NITTA, 2005). Tais
moléculas conhecidas como analogos de galatos e a XG vem sendo estudadas por
diversos autores. Nitta e colaboradores (2004) avaliaram a interac&o entre galato de
epigalocatequina (EGCg), importante componente do cha verde, e a XG proveniente
da semente de tamarindo. A formacdo de um gel termo-reversivel foi confirmada
através das analises reoldgicas, nas quais também se observou a formacdo de
histerese (influéncia do tempo sobre os parametros reoldgicos) e a transicéo gel-sol
devido a presencga de agregados. Analises de RMN indicaram que ha uma interagéo
direta entre a XG e 0 EGCg, enquanto as analises térmicas mostraram que a formacgao
do gel ocorre a temperatura de 25 °C na rampa de resfriamento e a fusdo ocorre a
temperatura de 45 °C na rampa de aquecimento. Segundo os autores a termo-
reversdo, provavelmente, da-se através de reticulagbes devido as ligacdes de
hidrogénio e a intera¢des hidrofébicas.

Hirun e colaboradores (2012) investigaram a termo-reversibilidade do gel
formado a partir da mistura de XG de tamarindo com varias concentragdes de GA. De
acordo com os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) eles observaram
que as interacdes entre a XG e o acido galico ocorrem devido as ligagbes de
hidrogénio entre a hidroxila e o acido carboxilico. Nas analises térmicas picos
endotérmicos foram obtidos na rampa de aquecimento referentes a transicdo do
estado Gel-Sol, enquanto os picos exotérmicos foram observados na rampa de
resfriamento devido a transicdo Sol-Gel. As medidas reoldgicas confirmaram que a
gelificacdo ocorreu durante o resfriamento, quando houve um aumento dos mddulos
elastico. Foi observado também um aumento da for¢a do gel com 0 aumento da
concentragcé&o de GA adicionada.

Com a finalidade de descobrir novos agentes gelificantes para a criagéo de
produtos médicos, alimenticios e cosméticos Yan e colaboradores (2016) estudaram
a adicdo de outros analogos de galatos a XG de tamarindo. Dentre esses os que
induziram a gelificagdo da XG foram o galato de epigalocatequina (EGCg), galato de
epicatequina (ECg), acido galico (GA), metil, etil e propil galato, pirogalol, p-, m- e 3,
5-di-hidroxibenzodicos.

Portanto, além da degalactosilacdo existem outras maneiras de induzir as
interagdes entre as cadeias de XG para que haja a formagéo da rede reticulada. Com
a finalidade de propor uma nova forma de promover a formac&o da rede gelificada

entre as cadeias de XG, foi adicionado sais cosmotropicos a solugao polimérica. Deste
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modo, amplia-se as possibilidades de obtencido desses hidrogéis termo-responsivos

oriundos da XG de Jatoba, fonte utilizada no presente estudo.

2.5 OBTENCAO DE HIDROGEL TERMO-RESPONSIVO DE XILOGLUCANA
ATRAVES DA ADICAO DE SAIS COSMOTROPICOS

2.5.1 Série Hofmeister

A série Hofmeister € uma escala empirica inicialmente desenvolvida através
das observacdes feitas por Franz Hofmeister, em 1888, sobre o efeito da precipitacao
(“salting-out’) e solubilizagéo (“salting-in") que alguns sais produziam sobre solugbes
aquosas de proteinas (FIGURA 9). Esses efeitos idnicos foram estudados
sistematicamente pelo professor de farmacologia de Praga e colaboradores, e
abordados em uma série de artigos, 0s quais permaneceram por mais de cem anos
sem muitos estudos relacionados a eles. (KUNZ; HENLE; NINHAM, 2004).

FIGURA 9 - ANIONS E CATIQNS DA SERIE HOFMEISTER ORDENADOS DE ACORDO COM SEU
EFEITO CAOTROPICO OU COSMOTROPICO.

Série Hofmeister

Caotroépicos Cosmotropicos
]
Fracamente X . i i R 2 5 a Fortemente
hidratado ClO, <NO; <1 <H,PO, <Br <Cl <F <HPO,” <80, <PO, hidratado
“Satting int HICH;), <NH, <Cs” <Rb'< K’ <Na"<H" < Ca® < Mg < AI"" “Salting out
(solubilizagio) 314 4 9 (agregacao)
g
| Tensao superficial 1 Tensao superficial
1 Solubilidade de proteinas | Solubilidade de proteinas

Fonte: Adaptado de Kunz, 2010.
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A forte hidratagdo (cosmotropico) ou fraca (caotropico) apresentada pelos
ions esta relacionada com a capacidade de estruturar ou quebrar as ligagdes de
hidrogénio formadas entre as moléculas da agua, mostrada na FIGURA 10
(PLUMRIDGE; WAIGH, 2002). ions que destroem a estrutura formada pelas ligacdes
de hidrogénio entre as moléculas de agua realizam um efeito similar ao aumento de
temperatura ou pressédo (LEBERMAN; SOPER, 1995).

A caracteristica dos ions caotropicos de realizar a quebra das estruturas da
agua formadas pelas ligacbes de hidrogénio, deve-se ao fato desses ions serem
menos polares que a agua. Entretanto, os mecanismos fisicos envolvidos na quebra
da estrutura da agua devido a presenca de ions caotrépicos ainda nao foram
completamente elucidados (GALINSKI et al., 1997; PLUMRIDGE; WAIGH, 2002;
MOELBERT; NORMAND; LOS RIOS, 2004).

FIGURA 10 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DA ESTRUTURA DA AGUA DEVIDO AO MAIOR OU MENOR
NUMERO DE LIGACOES DE HIDROGENIO.

Estrutura do Estrutura da agua Estrutura da agua
gelo liquida ordenada liquida desordenada

FONTE: Moelbert, Normand e Los Rios, 2004.

A caracteristica dos ions cosmotrdpicos € a de promover a ordenacéo das
moléculas de agua (FIGURA 11), e isto ocorre devido eles serem mais polares que a
agua (GALISKI; STEIN; AMENDT; KINDER, 1997, PLUMRIDGE; WAIGH, 2002).
Entdo, quando uma molécula ndo polar € acrescentada a solugcdo com ions
cosmotropicos a tendéncia € que eles compitam com as moléculas de agua presentes
na camada de solvatacdo oriundas dos dominios hidrofébicos, o que pode induzir
separacdo de fase em sistema diluido ou gelificagdo em sistema semi-diluido
(GALINSKI et al., 1997; MOELBERT; NORMAND; LOS RIOS, 2004).
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FIGURA 11 — REPRESENTAQAO GRAFICA DA ESTRUTURA DE MOI7ECULAS DE AGUA AO
REDOR DO ANION, MOSTRANDO O EFEITO COSMOTROPICO.

v
h“d,d?

FONTE: Zhang e Cremer, 2006.

A adicdo de uma molécula com segmentos hidrofébicos a uma solugéo
aquosa leva a destruicdo das estruturas de ligagcdo de hidrogénio, e em baixas
temperaturas uma reorganizacéo entre as moléculas de agua em torno do segmento
hidrofobico gera a diminuicdo da entropia do sistema e o consequente aumento da
solubilidade da molécula (PERSTEMILIDIS et al., 1996; JONG; WILSON; NEILSON,
1997, PRIVALOV,; GILL, 1988; MOELBERT, NORMAND; LOS RIOS, 2004).
Entretanto, em temperaturas mais altas, ocorre a desorganizacdo das moléculas de
agua devido a diminuic&o de energia livre e aumento da entropia do sistema. Com a
finalidade de diminuir a exposicdo do segmento hidrofébico da cadeia, ocorre a
agregacao da molécula (LUDWIG, 2000; MOELBERT; NORMAND; LOS RIOS, 2004).

Quando um ion cosmotropico € adicionado a este sistema o efeito da
agregacéo hidrofébica € aumentada, pois em termos entalpicos, é mais favoravel que
as moléculas de agua se organizem ao redor do ion e ndo ao redor do segmento
hidrofébico (ARAKAWA; TIMASHEFF, 1985, SOMERO; OSMOND,; BOLIS, 1992;
GALINSKI; STEIN; AMENDT,; KINDER, 1997; SFDERLUND; ZHU; JUTILA;
KINNUNEN, 2003).

Cereser (2010) estudou o efeito de diversos sais da série Hofmeister (KCl,
NaCl, MgClz, CaClz, LiCl e LiBr) sobre a viscosidade de solu¢des de albumina obtida
da clara do ovo ap6s a adigdo. Neste estudo o autor chegou a conclusdo de que o
efeito do anion cosmotrdpico € muito mais significativo do que o efeito do cation
cosmotropico na precipitagdo de proteinas. Alexandridis € Holzwarth, (1997)
obtiveram resultados similares e concluiram que o efeito cosmotrépico do cation nao

€ tao significante quanto do anion. A possivel explicacdo para esse efeito € que,
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apesar do anion e do cation terem 0 mesmo raio iénico, 0 hidrogénio pode se
aproximar cerca de 0,8 A mais dos &nions do que o oxigénio da agua dos cations
(PLUMRIDGE; WAIGH, 2002).

Inumeros fendmenos fisico-quimicos foram relatados referindo-se a utilizagéo
de ions da série Hofmeister na formacdo de montagens supramoleculares com
ciclodextrinas (LO NOSTRO et al, 2006), no estudo da desnaturacéo proteica
(TADEO; PONS; MILLET, 2007), na obtengdo de hidrogéis responsivos ao pH
(SWANN et al, 2010) e hidrogéis termo-responsivos (PATACHIA; FLOREA;
FRIEDRICH; THOMANN, 2009).

Curleya, Hayesa, Rowana e Kennedy (2014) desenvolveram um hidrogel para
implante de menisco a partir da adicdo de sulfato de sodio a solu¢do de poli(alcool
vinilico). Os estudos indicaram que ocorreu a formacéo de regides cristalinas devido
as reticulacdes fisicas 0 que levou ao aumento na resisténcia mecanica do gel.

Joshi (2011) estudou a adigéo de varios ions da série Hofmeister a solucéo
de Hidroxipropil Metilcellulose (HPMC) para a obtencdo de hidrogéis termo-
reversiveis. Dentre os sais estudados o NazPQO4, Na2S0O4, NaCl e o NaBr promoveram
o efeito de “salting-out’, resultando na termo-gelificacdo da HPMC. Este efeito ocorreu
em consequéncia da competicdo por moléculas de agua entre os ions e as cadeias
de HPMC. Entretanto n&o foi observado a formagéo de hidrogel com a adi¢ao dos sais
Nal e NaSCN.

A obtencdo de hidrogéis através da adigdo de ions cosmotrépicos a solugéo
de biopolimeros ainda n&o é amplamente explorada, o que despertou o interesse da
realizac&o desse estudo. Dentre os &nions, o SO4?% foi o escolhido por ser um dos
mais cosmotrdpicos e por ja conter em literatura a possibilidade de se obter hidrogéis
com polimeros sintéticos a partir da adi¢do desse anion (JOSHI, 2011; CURLEYA,
HAYESA;, ROWANA; KENNEDY, 2014; PATACHIA; FLOREA; FRIEDRICH;
THOMANN, 2009).

O sulfato de sbédio é muito utilizado na industria quimica, em detergentes,
papel, produtos téxteis, curtimento de couro e pode ser usado também na industria
farmacéutica. Bharmoria, Gehlot, Gupta e Kumar (2014) estudaram a solubilidade
deste sal em agua com o0 aumento da temperatura. Eles observaram que a
solubilidade aumenta com o aumento da temperatura até 32,4 °C, apds ha uma

discreta queda na solubilidade em temperaturas maiores.
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2.6 REOLOGIA

A reologia descreve a deformacéo de um corpo sob a influéncia de tensées. E
a ciéncia da deformacao e do fluxo (escoamento) dos materiais, em que podemos ver
3 primarios conceitos tedricos: cinematica, leis da conservacdo e relagbes
constitutivas. A cinematica € a ciéncia do movimento, a qual descreve as mudancgas
na forma dos corpos com o tempo. As leis da conservacdo tratam das forcas, tenséo
e varios intercambios de energia decorrentes do movimento. Enquanto as relagdes
constitutivas séo o elo de ligac&o entre o estado de tensédo e o0 estado de deformacéao
(TANNER, WALTERS, 1998).

Em 1678, Robert Hooke em seu trabalho intitulado “ True Theory of Elasticity"
descreveu a teoria da elasticidade, a qual estabelece uma correlagao linear entre a
tens&o e a deformacéo de solidos ideais (TANNER; WALTERS, 1998). Portanto, para
sélidos ideias toda a energia aplicada para provocar uma deformacao € recuperada.
(SCHRAMM, 2006).

Nove anos mais tarde, Isaac Newton (1687) na obra intitulada "Philosophizge
Naturalis Principia Mathematica" relata sobre liquidos e fluxo de cisalhamento
constante. A Lei de Newton descreve o fluxo ideal no qual a tens&o e a taxa de
cisalhamento estdo relacionadas através de uma proporcionalidade constante que
corresponde a viscosidade (TANNER; WALTERS, 1998). Fluidos ideais
compreendem os liquidos e gases que possuam uma deformagao irreversivel, ou seja,
dissipam energia na forma de fluxo viscoso. Toda a energia aplicada para provocar a
deformacéo € dissipada dentro do fluido em forma de calor e ndo pode ser recuperada
com a simples remocgéo da tensdo como ocorre com 0s solidos ideais (SCHRAMM,
1994).

“A resisténcia advinda do atrito das partes do liquido, com outras condi¢des
inalteradas, € proporcional a velocidade com que as partes do liquido s&o separadas

umas das outras.” Isaac Newton, 1687

Na FIGURA 12, tem-se o diagrama esquematico do cisalhamento de uma
amostra. O material esta contido entre duas superficies, sendo que a inferior é fixa e

a superior € livre para se mover.
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FIGURA 12 - DIAGRAMA ESQUEMATICO DO CISALHAMENTO DE UMA AMOSTRA

Ax

(i

FONTE: O autor.

Se uma forga (F) € aplicada na superficie superior na diregdo x, gera um fluxo
na camada liquida. A tens&o de cisalhamento (c) é definida como sendo a razéo entre
a forca aplicada e a area da secdo transversal da superficie A, equagdo 1. A
deformacéo de cisalhamento (y) é definida como sendo a variagdo do deslocamento
da camada superior (Ax) pela espessura da camada liquida (h), equagdo 2.
(RUBINSTEIN; COLBY, 2003).

F
(1) o=~ v =" @

Se o0 material analisado € um sdlido elastico, a tensdo de cisalhamento e a
deformacdo de cisalhamento s&o proporcionais, com a constante de
proporcionalidade definindo o mdédulo de cisalhamento (G) ou modulo de rigidez
(RUBINSTEIN; COLBY, 2003). A equacao 3, corresponde a Lei de Hooke sobre
elasticidade. O modulo de cisalhamento (G) corresponde a resisténcia de um solido
em relagéo a deformacdo. O modelo de mola € utilizado para caracterizar um solido
elastico ideal, porque apds a remocao da tensdo o corpo retorna a forma original
(FIGURA 13) (SCHRAMM, 2006).

c=G.y ou (deformacao = G.tensao) 3)
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Para materiais liquidos, a razéo entre a variacdo da tensao (Ay) e a variacéo
do tempo (At) correspondem a taxa de cisalhamento, equacéo 4 (RUBINSTEIN;
COLBY, 2003).

. Ay
V=

Segundo a Lei de Newton para liquidos ideais, a viscosidade (n) é definida
como sendo a tens&o de cisalhamento linearmente proporcional a taxa de deformacéo
(Equacéo 5). Esta correlacdo linear corresponde a um liquido Newtoniano, se
dobramos a tensdo, dobramos a taxa de cisalhamento proporcionalmente
(RUBINSTEIN; COLBY, 2003).

c=1ny (5)

Na FIGURA 13, tem-se o0 modelo de mola, para caracterizar um sélido
Hookeano e o modelo de amortecedor, representado por um pistdo em um cilindro
cheio de 6leo, para um liquido Newtoniano. Para os liquidos Newtonianos a
deformacéo final € mantida quando a tenséo € removida, e ndo pode ser recuperada

como ocorre para solidos Hookeanos (SCHRAMM, 2006).

FIGURA 13 — REPRESENTAGCAO DO MODELO MOLA E AMORTECEDOR.

Mola Amortecedor
/ Resposta / Resposta
/ 2 2: puramente / 2 A puramente
elastica viscosa
..:—f—‘:;::}
== sélido Hookeano I Liquido
i Newtoniano
=T
og=0. .
' 4 ' g=ny
Forga Forga

FONTE: Adaptado de Schramm, 1994.

(4)
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2.6.1 Materiais Viscoelasticos

Muitos materiais comportam-se reologicamente em uma regido entre solidos
Hookeanos e liquidos Newtonianos e por possuirem tanto propriedades elasticas
como viscosas sdo denominados como materiais viscoelasticos (SCHRAMM, 1994).
Na viscoelasticidade as magnitudes de tensdo e deformacdo estdo relacionadas
linearmente, e o comportamento do material € descrito em fun¢do do tempo. Quando
se aplica uma deformagcdo em pequenas tensfes, 0s arranjos moleculares nunca
estardo longe do equilibrio. A resposta mecanica gerada refere-se aos processos
dindmicos ao nivel molecular, os quais ocorrem constantemente (GRAESSLEY,
1984). Barnes, Hutton e Walters (1989) afirmaram que todos os materiais podem ser
considerados viscoelastico, isto vai depender da escala de tempo caracteristico em
que ocorre a deformagao associada a tensao.

Na historia varios fildsofos e profetas trataram sobre a teoria do fluxo com o
tempo. Uma famosa cancgéo da profeta Deborah fala sobre a vitoria sobre os Philisteus
no livro de Juizes 5:5: “Os montes se derretem diante do SENHOR”. Reiner (1964),
figura proeminente no desenvolvimento das conotagdes reologicas, propds a definicdo
do numero nao-dimensional de Deborah com base na ideia de que: “tudo flui, se vocé
esperar um tempo suficiente, até as montanhas” (TANNER; WALTERS, 1998).

O numero de Deborah equivale ao tempo natural de relaxagéo (A) de alguns
processos dividido pelo tempo de observacdo (t). Valores altos (De = AMt)
correspondem ao comportamento semelhante ao sélido e valores menores (De = A/t)
aos liquidos. Portanto, materiais podem apresentar comportamento tanto de sélido
quanto de liquido dependendo do fator tempo de relaxacéo e duragdo do experimento.
(SCHRAMM, 2006).

Existem varios modelos de mola e amortecedor utilizados para explicar o
comportamento de materiais viscoelasticos. Dentre esses 0 mais simples € o de
Maxwell que combina os elementos elasticos e viscosos ligados em série para

representar os materiais liquidos viscoelaticos, FIGURA 14.
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FIGURA 14 — MODELO MOLA E AMORTECEDOR DE MAXWELL PARA MATERIAIS
VISCOELASTICOS.

Modelo
Viscoelastico de
Maxwell

1 Amortecedor Ty = Au

Gy

FONTE: Adaptado de Schramm, 1994.

Este modelo compreende a soma dos elementos em série referentes a
deformacao elastica (ye) e viscosa (yv) (Equacdo 6 e 7). A razdo entre a viscosidade
do componente viscoso (nm) € 0 modulo do componente elastico (Gwm) define a escala
de tempo, conhecida como tempo de relaxagéo, equacéo 8 (RUBINSTEIN; COLBY,
2003).

Y =Ye Vv (6)
Ay
O-:GM'ye: UMA_: (7)
n
Ty = ﬁ (8)

Existem outros modelos para definir a resposta viscoelastica, como o modelo
de Kelvin-Voit que combina o sistema de mola e amortecedor ligado em paralelo para
caracterizar materiais solidos viscoelasticos. E o modelo de Burger, mais complexo,
que é a combinagéo do modelo de Kelvin-Voit e Maxwell (SCHRAMM, 2006).

2.6.2 Testes dinamicos oscilatérios

Polimeros sdo materiais viscoelasticos que possuem propriedades entre
liqguidos Newtonianos e soélidos Hookeanos (RUBINSTEIN; COLBY, 2003). Os testes
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de oscilacdo for¢ada fornecem dados de viscosidade e elasticidade dos polimeros em
relacio a frequéncia aplicada. A vantagem de se realizar testes dindmicos oscilatérios
€ que a estrutura interna do material ndo € rompida, pois as amostras s&o avaliadas
com a estrutura em repouso (SCHRAMM, 2006).

Os testes dinamicos oscilatérios tornaram-se um mecanismo importante para
a caracterizacdo de géis. Este método reoldgico é interessante também na
identificac&o da transic&o sol-gel ou gel-sol em hidrogéis termo-sensiveis (HIRUN et
al., 2012).

Nos testes de oscilagdo forgcada, uma deformacdo oscilatéria senoidal é
aplicada a uma amostra. O angulo de fase (8), ou a defasagem, entre a deformacéo e
aresposta € medido. Sodlidos de Hooke, quando submetidos a uma dada frequéncia,
possuem tensdo e deformacédo oscilatéria na mesma fase (6 = 0°). Enquanto que
liqguidos Newtonianos estdo fora de fase (6 = 90°) (FIGURA 15) (RUBINSTEIN;
COLBY, 2003).

FIGURA 15 — TENSAO (STRESS) E DEFORMAQAO (STRAIN) OSCILATORIA PARA SOLIDOS
HOOKEANOS E LIQUIDOS NEWTONIANOS.

Resposta Puramente Resposta Puramente
Elastica Viscosa
(Solido Hookeano) (Liquido Newtoniano)
8=90°

\/

N\
VOV

Tensao

D <

Deformacgéo

"<”<>*='?

FONTE: http://www.unicap.br/home/wp-content/uploads/2010/07/aula-2.pdf

A tensdo em um experimento dinamico é referenciada como tensdo complexa
ou modulo complexo que se refere a deformacgéo total do material (G*). O modulo
complexo pode ser separado em dois componentes, 0 modulo elastico em fase com
a deformagédo (G’ = G*.cosd) e o mddulo viscoso fora de fase com a taxa de
deformacgao (G” = G*. send). O modulo elastico ou de armazenamento (G’) indica que

a energia de tensdo € temporariamente armazenada durante o teste, enquanto o


http://www.unicap.br/home/wp-content/uploads/2010/07/aula-2.pdf
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ma&dulo viscoso ou de perda (G”) € devido ao fato da energia usada para iniciar o fluxo
ser irreversivelmente perdida (SCHRAMM, 2006). Winter e Chambon (1986)

propuseram que o ponto de gelificagcéo corresponde a quandoo G’ =z G” z o.

2.7 ANALISES DE MICROCALORIMETRIA DE VARREDURA DIFERENCIAL

Os efeitos térmicos de liberagéo ou absorgéo de calor podem ser ocasionados
por transi¢cdes fisicas ou reacbes quimicas as quais geram uma variagao
correspondente na entalpia (SCHAWE et al., 2000). A calorimetria diferencial de
varredura (DSC) fornece informacgbes sobre essa variagdo de entalpia pelo tempo
(dH//dt) através da medicdo da diferenga entre o fluxo de calor do compartimento da
amostra e da célula de referéncia em fungdo da variacdo da temperatura ou tempo
(LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001). Portanto, essa técnica utiliza a diferenca de
temperatura originada entre a amostra e a referéncia para calcular o fluxo de calor.
Um evento endotérmico corresponde ao fluxo de calor indo para a amostra, ao passo
que eventos exotérmicos ao fluxo de calor saindo da amostra para a vizinhanga
(MENCZEL; PRIME, 2009).

Nos processos endotérmicos (fusdo, transicdo de fase, evaporacgao,
desnaturacdo) ocorre um aumento na absor¢ao de energia levando ao aumento da
entalpia, enquanto nos processos exotérmicos (cristalizacdo, gelificacéo,
decomposicdo, agregacao) a entalpia e a energia interna do sistema decrescem. A
alteragcdo no sistema termodindmico para outra fase devido a mudanca de
temperatura ou pressdo, é conhecida como transicdo de fase (FIGURA 16). Os
eventos térmicos de fusdo, evaporacdo, desnaturagdo, cristalizacdo, gelificacao,
decomposicdo, agregagcao sao caracterizados como sendo transicdo de primeira

ordem.

A transicdo vitrea (Tg) n&o é considerada uma transi¢cao de fase de primeira
ordem, mas um fendémeno cinético ou uma transi¢cdo de segunda ordem. A Tg € uma
temperatura (ou faixa de temperatura) em que ha uma transicdo de fase da regiéo
amorfa do polimero de um estado vitreo (glassy state em inglés) para um estado
borrachoso, flexivel, quando aquecido. Assim, abaixo da temperatura de Tg o

polimero é vitreo e rigido com limitada movimentagdo molecular € acima da Tg, a
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estrutura polimérica € mével, e em larga escala, a movimentagédo molecular € possivel
(MENCZEL; PRIME, 2009).

FIGURA 16 - EXEMPLOS DE EVENTOS ENDO E EXOTERMICOS QUE PODEM SER
OBSERVADOS ATRAVES DAS ANALISES DE CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE
VARREDURA (DSC).

T Exo
S
o
i Cristalizagdo Gelificagdo
3 Transigao
o Vitrea
X
5 _]
[
Fusao
Temperatura

FONTE: Adaptado de Creative proteomics, 2018 (https://www.creative-proteomics.com/support/dsc-

based-analysis-service.htm).

Existem dois tipos de DSC convencionais, por fluxo de calor e por
compensagao de energia. O primeiro evoluiu da analise térmica diferencial (DTA) e
possui um sistema de obtencdo dos dados semelhante a este realizado através de
detectores termoelétricos (MENCZEL; PRIME, 2009). Nas analises por DSC por
compensacgao de energia a variagdo de temperatura entre a amostra e a referéncia é
compensada para manter a diferenca de temperatura entre essas a zero. Portanto,

neste sistema € a capacidade de compensagao que € medida (CAVICCHI et al., 2004).

O sistema do u-DSC esta representado na FIGURA 17, consiste basicamente
de bloco calorimétrico composto por um cilindro de metal banhado a ouro com alta
condutividade térmica com dois recipientes, um correspondente a amostra € outro a
referéncia. Estes estdo inseridos em um forno termostatizado com undecano a
temperatura controlada, e para evitar a condensacdo da agua o sistema é colocado
sob atmosfera inerte de nitrogénio. Ao redor de cada recipiente ha um detector de
superficie, esses transdutores mantém a temperatura dos recipientes idénticas ao do

bloco calorimétrico. O sinal elétrico obtido é proporcional a transferéncia de calor entre


https://www.creative-proteomics.com/support/dsc-based-analysis-service.htm
https://www.creative-proteomics.com/support/dsc-based-analysis-service.htm
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o recipiente da amostra e os dados do bloco calorimétrico (CERDEIRINAA et al., 2000;
SETARAM, 2000a).

FIGURA 17 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO COMPARTIMENTO DO p-DSC POR
COMPENSACAOQO DE ENERGIA.
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FONTE: SETARAM, 2000b.

A técnica de DSC pode ser empregada em diversas areas como a
farmacéutica, biologica, caracterizacdo de polimeros, dentre outras. A investigacéo
das propriedades termodinamicas tem sido utilizada na caracterizacdo de membranas
fosfolipidicas (SMITH; DEA, 2013), farmacos (MAHAJAN; GUNDARE, 2014),
desnaturacdo proteica (ARNTFIELD; MURRAY, 1981), polissacarideos (SIMI;
ABRAHAM, 2010a; SIMI; ABRAHAM, 2010b), interacdes entre biopolimeros e
proteinas (YANG; ASHTON; KASAPIS, 2015), avaliacédo de géis oftalmicos (NAYAK;
BHARANI; SOGALI; THAKUR, 2012), transicdo sol-gel de biopolimeros (NUNEZ-
SANTIAGO; TECANTE, 2007).

Nitta e colaboradores (2004) adicionaram epigalato de catequina (EGCg) a
XG proveniente das sementes de tamarindo e avaliaram a gelificacéo através de
analises reoldgicas e calorimetria diferencial de varredura. Eventos exotérmicos foram
obtidos nas curvas de DSC durante o resfriamento indicando que houve a gelificagao
do material, enquanto a fuséo deste € observada nas curvas de aquecimento. Com o

aumento da concentragao de EGCg ha uma diminui¢cdo na temperatura em que ocorre
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a gelificacdo e um incremento nos modulos de elasticidade, indicando que ha um
acréscimo no numero de agregacéo.

A inducdo de gelificacdo da hidroxipropil-metilcelulose com a adi¢do de sais
da série Hofmeister foi estudada por Joshi (2011). Os géis foram formados em
condi¢des salinas simulando os fluidos gastrico e intestinal com a finalidade de
desenvolver suportes para a liberagdo controlada de droga. Os resultados de
microcalorimetria mostraram que os géis formados com sais cosmotrépicos eram mais

fortes do que aqueles formados com géis caotrdpicos.

2.8 DICROISMO CIRCULAR

O dicroismo circular € uma técnica espectroscopica que corresponde a
absorc¢ao diferenciada da luz polarizada no sentido horario € ou anti-horario que ocorre
quando uma molécula contém um ou mais centros quirais croméforos (grupos que
absorvem luz) (MURAKAMI; RULLER, 2016).

As moléculas quirais sdo formadas por um carbono ligado a quatro grupos
diferentes o que caracteriza um atomo de carbono quiral ou opticamente ativo
(CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009; ROSS-MURPHY, 1994). A radiagédo
eletromagnética também tem caracteristica quiral, como uma luz circular polarizada
(ROSS-MURPHY, 1994). Na luz circular polarizada os vetores E de duas ondas
eletromagnéticas corresponde a ¥ do comprimento de onda o qual esta fora de fase
e sdo perpendiculares. O vetor que € a soma dos vetores E dos dois componentes
gira de modo que sua ponta segue um caminho helicoidal (linha pontilhada) (FIGURA
18). Enquanto que a luz polarizada linear possui direcdo do vetor campo elétrico
constante, a luz polarizada circular tem a diregcdo do campo elétrico variada de duas
formas, no sentido horario e anti-horario (WRIGGERS, 2015).

FIGURA 18 — ESQUEMA DA LUZ CIRCULAR POLARIZA.

FONTE: Wriggers, 2015.
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Portanto, a base do dicroismo circular (CD) consiste na medi¢ao da diferenca
na absorbancia da luz polarizada circularmente no sentido horario € ou anti-horario de
moléculas que absorvem em comprimentos de onda nos quais a absor¢do ocorre
(ROSS-MURPHY, 1994; WRIGERS, 2015). Os sinais no espectro de CD surgem
devido a interacdo entre diferentes dipolos de transicéo fazendo a absor¢éo devido a
orientacao relativa de diferentes grupos no espaco. (WRIGERS, 2015).

Uma vasta quantidade de moléculas biolégicas possui centro estereogénico,
0 que possibilita a utilizacdo da técnica de CD no estudo destas. Os trabalhos
utilizando CD est&o voltados para a caracterizacdo da estrutura secundaria de
proteinas (FIGURA 19), para o monitoramento da estabilidade proteica em diversas
variacdes de condigbes, como térmica, pH, for¢a ibnica ou solvente, investigacdes de
interacbes proteina-proteina e proteina-acido nucleico, estudo de mudancgas
conformacionais induzidas por ligantes e conformacdo de carboidratos
(GREENFIELD, 2006; WRIGERS, 2015; VAN DER KAR, 2012; SCHOELER et al.,
2006).

A conformacédo de carboidratos ndo possui estruturas definidas como as que
foram mostradas na FIGURA 19 correspondentes as estruturas secundarias de
proteinas. Entretanto, eles podem possuir cadeias rigidas estendidas (celulose),

desordenadas ou flexiveis (JO et al., 2010).
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FIGURA 19 — SINAL DO ESPECTRO DE CD PARA OS DIFERENTES TIPOS DE ESTRUTURAS
SECUNDARIAS DE PROTEINAS.
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FONTE: Wrigers, 2015.

Yin e colaboradores (2008) avaliaram o efeito da adicdo de alguns sais da

série de Hofmeister sobre a gelificagdo do polissacarideo konjac glucomannan (KGM).

Além das analises sobre a viscoelasticidade do gel formado, foi-se investigado o efeito

da adi¢do do sal sobre a conformacado da KGM utilizando a técnica de CD. Neste

estudo conclui-se que a gelificacdo ocorreu devido ao aumento das associagdes

intermoleculares e ndo a alteracdo na conformacional da cadeia de KGM.

Com base no que foi exposto, o presente trabalho tem como objetivo estudar

o efeito da degalactosilacdo enzimatica da XGJ, o qual sera apresentado no capitulo

1. No capitulo 2, sera apresentado o estudo sobre o resultado da adicdo de um anion

cosmotropico sobre a solugdo de XGJ, e a obtencdo de um hidrogel termo-reversivel.



CAPITULO 1

GELIFICAGAO TERMICA DA XILOGLUCANA INDUZIDA
POR DEGALACTOSILAGAO: ASPECTOS CINETICOS E
ESTRUTURAIS



CAPITULO 1

3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

e Estudar a gelificacdo térmica da xiloglucana de jatoba induzida pela

degalactosilacdo enzimatica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar por reologia a degalactosilagéo da xiloglucana de jatoba (XGJ) usando
a enzima [(-galactosidase.

e Analisar por reologia a cinética de gelificagdo durante a degalactosilagdo em
concentragdes diferentes de XGJ e de enzima.

e Investigar o efeito da massa molar sobre a formagao do hidrogel obtido através

da reacao de degalactosilagéo de XGJ.
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CAPITULO 1

4 MATERIAIS E METODOS

4.1MATERIAL

A xiloglucana foi extraida a partir das sementes de jatoba (Hymenaea
courbaril), provenientes de Cuiaba, no estado de Mato Grosso do Sul, doadas pela
EMBRAPA CERRADOS. Resumidamente, as sementes de jatoba foram moidas,
despigmentadas e deslipidificadas sobre refluxo com éter etilico em sistema Soxhlet.
O isolamento da XG foi realizado através de extracdo aquosa exaustiva em blender,
seguido de filtragcdo em pano de nylon, centrifugagdo a 10* g, 40 °C por 30 min,
seguido de precipitacado com concentracgdes crescentes de etanol de 70% a 100% em

solugdo aquosa, para posterior secagem a vacuo a 40°C (FREITAS et al., 2015).

4.2 PURIFICACAQ DA XILOGLUCANA

A xiloglucana de Jatoba (XGJ) foi solubilizada em agua ultrapura (Millipore)
na concentracdo de 40 g L' e sob agitacdo constante por 48 h, 4 litros foram
preparados nestas condi¢cdes. Apds este periodo a solugdo foi centrifugada a 104 g
por 30 min a temperatura de 40 °C. O sobrenadante foi entdo precipitado com 2
volumes de etanol 99% e em seguida lavado 2 vezes com etanol 99% e 1 vez com

acetona 99%. O material resultante foi seco em estufa a vacuo a 40 °C por 12 h.

4.3 HIDROLISE ENZIMATICA COM ENDOGLUCANASE II

A partir da hidrélise enzimatica da XGJ foram obtidas duas massas molares
diferentes. O tratamento do polissacarideo ocorreu em solugdo aquosa com
9 x 10°° U mL" da enzima endo-1,4-B-D-glucanase Il (EG II) (Megazyme, Bray Co.,
Wicklow), durante os tempos de 30 min e 20 h (SPIER et al., 2015), a concentracdo
polimérica de 1 mg mL-". Os polimeros obtidos apds o tratamento com a enzima EGII

foram precipitados com 3 volumes de etanol 99%, 1 volume de acetona 99% e secos
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em estufa a vacuo por 12 horas a temperatura de 40 °C, e caracterizados por

cromatografia de exclusao por tamanho.

4.4 ANALISE POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO POR TAMANHO

A caracterizacdo macromolecular da XGJ e dos hidrolisados com a enzima
EGIl com tempo de 30 min e 20 h foram realizadas por Cromatografia de exclusdo por
tamanho (SEC), a qual forneceu informagbes sobre a massa molar média ponderal
(Mw) e a dispersao (D= Mw/ Mp). A coluna cromatogréfica utilizada foi a de
polimetacrilato da Shodex OHpak SB-806 HQ acoplada em série ao equipamento da
Viscotek Dual Detector, modelo 270, este possui um detector de viscosidade e
espelhamento de luz em baixo angulo a 7° (LALS — Low Angle Light Scattering) e
angulo de 90° (RALS — Right Angle Light Scattering) com comprimento de onda de A
= 632,8 nm. Ao sistema cromatografico conjuntamente estava acoplado um
refratbmetro diferencial da Viscotek, modelo VE3580, o qual também foi usado para
determinar as variagdes do indice de refracdo em funcéo da concentracio polimérica.
Todos os dados foram obtidos e tratados utilizando o software OmniSEC 4.7.

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada, como fase mdvel, uma
solugcdo aquosa de nitrato de sddio (NaNOs) na concentracdo de 0,1 mol L' com
200 ppm (m/v) de azida de sodio (NaNs) para evitar a proliferagdo microbiana. As
amostras foram solubilizadas na concentragéo de 1,0 mg mL™' na mesma fase mével
utilizada no sistema cromatografico e posteriormente filtradas em membrana de
acetato de celulose com tamanho do poro de 0,22 um. As analises foram realizadas
com fluxo de 0,4 mL min-! e para a verificacéo da calibrac&o foram usados os padrées
de poli(oxido de etileno) (PEO - 22.000 g moL™") e Dextrana (70.000 g moL"").

4.5 DEGALACTOSILACAO ENZIMATICA DA XILOGLUCANA

A XGJ foi tratada com a enzima B-galactosidase (3-gal), proveniente do fungo
Aspergillus niger e comprada da empresa Megazyme (Bray, Co. Wicklow, Ireland). A
reagdo enzimatica ocorreu em pH 5.0, a temperatura de 50 °C e com diferentes
concentraces B-gal: 0.32, 0.64, 3.2, 6.4, 9.6 e 16 U mL", em volume de 2 mL da
amostra. O pH foi ajustado utilizando-se uma solugdo de HCI 0,1 mol L-'. Observou-

se que os ensaios de tratamento enzimatico a pH 7,0 ao invés do pH descrito em
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literatura com sendo 6timo da enzima (pH 5,0) resultaram na formacgao de géis com
as mesmas propriedades. A reacdo de degalactosilacdo enzimatica também foram
realizadas com os derivados da XGJ com Mw menores, hidrolisadas com EGII nos
tempos de 30 min e 20 h. A reagao de degalactosilacao foi realizada e monitorada em
tempo real, através das medidas em redmetro dos mddulos elastico (G’) e viscoso (G”)

em funcao do tempo de reagéao.

4.6 DETERMINACAO DO TEOR DE GALACTOSE

A composicdo monossacaridea da XGJ nativa e da degalactosilada foi
determinada usando o método de hidrdlise para polissacarideos descrito por Dai e
colaboradores (2010). A XGJ com concentragdo de 4 mg mL™" foi hidrolisada com
4 mol L' de acido trifluoroacético (TFA) em proporcéo de 1:1, estes foram adicionados
em uma ampola sob atmosfera de nitrogénio, a qual foi selada e mantida a 100 °C por
2 h. Apds este processo a ampola foi arrefecida até a temperatura ambiente e 2 mL
de metanol foram adicionados a solu¢do com 0s monossacarideos sob um fluxo de ar
quente com a finalidade de remover o TFA. Esta etapa foi repetida 3 vezes para
garantir a remoc¢ao completa do acido da amostra.

A XGJ hidrolisada foi dissolvida em &gua ultrapura na concentragéo de
1 mg mL"' e filtradas utilizando-se o filtro da Millipore com tamanho do poro de
0,22 um. As amostras foram injetadas em um cromatégrafia de troca aniénica com
detecgdo amperométrica pulsada (HPAEC), utilizando injetor automatico modelo AS-
DV com capacidade para até 50 amostras, fabricante Thermo Scientific. O
equipamento utilizado para realizar as analises € do 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 (Departamento de
Bioguimica e Biologia Molecular/UFPR). As condi¢des de analises estdo descritas na
TABELA 1:
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TABELA 1 - CONDICOES CROMATOGRAFICAS PARA A QUANTIFICACAO DOS
MONOSSACARIDEOS PRESENTES NAS AMOSTRAS DE XGJ

Hidroxido de Acetato de
Fluxo
Tempo (min) sodio (%) sodio (%)
(mL min)
solugdo 1 mol L'  solugdo 1 mol L

0,001 0,2 0,2 0,4
0,500 0,2 0,1 0,4
30,000 0,2 0,1 0,4
30,001 0,2 0,1 5,0
45,000 0,2 0,1 20,0
45,001 0,2 20,0 0,0
51,001 0,2 20,0 0,0
51,002 0,2 0,2 0,4
62,002 0,2 0,2 0,4

O tempo de retengdo e a curva padrdo foram construidos utilizando-se
padrées monossacarideos de galactose (Gal), xilose (Xyl) e glucose (Glc). Os valores
referentes ao tempo de retencdo, coeficiente angular (a) e linear (b) obtidos para
realizar os calculos estdo descritos na TABELA 2. A partir destes e dos valores das
areas de cada pico das amostras, quantificou-se os agucares através a equacéo da

reta.

TABELA 2 - TEMPO DE RETENCAO E VALORES REFERENTES AO
COEFICIENTE ANGULAR E LINEAR, OBTIDOS A PARTIR DA
CURVA PADRAO DOS MONOSSACARIDEOS DE GALACTOSE,
XILOSE E GLUCOSE

Tempo de
Coeficiente Coeficiente
Padrées Retencao 2
] linear (a) angular (b)
(min)
Galactose 23 (£ 0,5) 0,000 4532,57 0,999
Glucose 22 (£0,5) 0,000 4526,21 0,999

Xilose 26 (£ 0,5) 0,000 4819,24 0,995
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4.7 MEDIDAS RELOGICAS

As analises dinamicas foram feitas usando dois reémetros comerciais: HR-3
Discovery Rheometer, TA instrumentos (New Castle, DE, USA) ou Thermo Scientific
Haake Rheostress 1 (Karlsruhe, Germany), equipados com geometria de cone placa
(40 mm diédmetro, 2°). O mddulo de cisalhamento foi mensurado, em tempo real,
durante a degalactosilacdo com uma frequéncia angular de w = 1 rad s™'. O estresse
imposto foi escolhido de acordo com a resposta do regime linear (o = 0,1 Pa), outros
valores podem ser utilizados, entretanto estardo especificados. A reacao foi
interrompida pelo aquecimento da amostra a temperatura de 90 °C durante 10 min
para que ocorresse a desnaturacdo da enzima, levando a inativagéo desta. Para que
n&o acontecesse a evaporacao do solvente da amostra, a geometria foi coberta com
uma camada de 6leo mineral. As rampas de aquecimento-arrefecimento foram
realizadas usando uma taxa de 0,5 °C min" ou a cada 10 °C, sem qualquer diferenca

nos modulos de cisalhamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 GELIFICACAO DA XILOGLUCANA DURANTE A DEGALACTOSILACAO

Incialmente, sera discutido o efeito da degalactosilagdo na XGJ nativa com
Mw = 3,0 x 108 g mol' e apds o efeito ocorrido quando se utiliza XGJ hidrolisadas
enzimaticamente (com menores massas molares). Diferentes quantidades de enzima
foram adicionadas a solugédo de XGJ a 10 °C e concentragdo de 10 mg mL-'. Estas
solucdes foram colocadas no redmetro onde gradualmente a temperatura do banho
termostatico foi elevada até 50 °C, em 30 min, a qual permaneceu constante. A
evolucado do mddulo de cisalhamento foi monitorada a uma frequéncia angular de o=
1 rad s™' em fungdo do tempo. Um exemplo de evolugdo do G’ e G” apds adicéo da
enzima (Cenz = 16 U mL") esta mostrada na FIGURA 20.

FIGURA 20 - G E G” EM FEJNQAO DO TEMPO PARA XGJ (Mw = 3,0 x 10° g moL") NA
CONCENTRACAO DE 10 mg mL" E B-GAL NA CONCENTRACAO DE 16 U mL™", A
TEMPERATURA DE 50° C. O TEMPO DE GELIFICAGAO (tg) ESTA INDICADO NA
FIGURA.

102 ]

101 4

102 163 164 105
t(s)
O modulo elastico G aumenta com o tempo e cruza com o modulo viscoso G”
indicando a formagao do gel. Neste trabalho, definiu-se o tempo de gelificacao (tg)
como o correspondente ao tempo em que as curvas de G e G’ se cruzam, a

o=1rads".
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Como seria de esperar, a taxa de gelificacdo aumentou com o acréscimo da
concentracédo da enzima, FIGURA 21a, mas curiosamente, os resultados obtidos em
diferentes concentracdes de enzimas podem ser superpostos pela normalizagdo do
eixo do tempo pelo tg, ver FIGURA 21b. Isto significa que a concentracédo da enzima
s0 influenciou a cinética da reagéo, mas nao a rigidez do gel. A interse¢cédo da FIGURA
21b mostra o reciproco do tempo de gelificacdo (1 / tg) como uma funcgao direta da
concentracdo de enzima. A gelificacdo aumentou linearmente com a Cenz, 0 que €
esperado se a taxa de gelificagao for proporcional a taxa de degalactosilacéo, porque

a ultima é proporcional a Cenz em baixas concentra¢des de enzimas.

Em paralelo, a fracdo de Gal liberada em relacdo a quantidade total de
monossacarideos (Glc + Xyl + Gal) foi determinada ao longo do tempo, durante a
reacéo enzimatica utilizando Cenz = 16 U mL™". Durante a hidrélise da XGJ, aliquotas
foram retiradas de tempos em tempos e analisadas através da técnica de HPAEC
como descrito nos materiais € métodos, e a determinac¢éo da porcentagem de Gal na
XGJ esta apresentada na FIGURA 22. Os resultados sdo comparados com a evolugéo
dos médulos de cisalhamento na FIGURA 21b e mostram que G' comegou a aumentar
acentuadamente ja em baixos graus de degalactosilagdo. O modulo elastico continuou
a aumentar lentamente quando a fragdo de Gal foram removidas, entretanto nao
houve aumento significativo ao final do processo, o que sugere que as redes
reticuladas continuaram a ser formadas lentamente dentro da rede XGJ apéds a

conclusao da reagéo enzimatica.
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FIGURE 21 - a. DEPENDENCIA DO TEMPO DO G’ DURANTE A DEGALACTOSILAGAO A 50 °C

G' (Pa)
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PARA A XILOGLUCANA COM Mw= 3 x 10° g moL-" EM SOLUGCAO COM C =10mg
mL-' E EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE B -GAL INDICADAS NA FIGURA.

b. RESULTADOS MOSTRADOS NA FIGURA 3a. PLOTADOS EM FUNCAO DE titg. A
PORCENTAGEM DE DEGALACTOSILACAO NA Cenz= 16 U mL-' E MOSTRADA
EM COMPARACAO COM A FUNCAO DE t/tg NA MESMA FIGURA (DIAMANTES
VERDES). Os pontos em vermelho foram obtidos em experimentos independentes
apresentados na figura 24a.

c. 1tg EM FUNS)AO DA CONCENTRAGAO DE ENZIMA B-GAL PARA XILOGLUCANA
EM SOLUCAOAC=10mgmL"'ET =50 °C.
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FIGURA 22 — CONCENTRAGCAO EM PORCENTAGEM RELATIVA DO,MONOSSACARIDEO DE
GALACTOSE AO LONGO DA REACAO ENZIMATICA COM B-Gal A

Cenz = 16 U mL" PELO TEMPO EM SEGUNDOS. DADOS OBTIDOS ATRAVES DA
TECNICA DE HPAEC.
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0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
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O efeito da concentracdo da XGJ na evolugdo do G' durante a
degalactosilagao é demonstrado na FIGURA 23, na qual o G' é plotado em fun¢éo do
tempo apds a adigdo da enzima a Cenz = 6,4 U mL"" para solugdes de XGJ com
concentracdes de 5mg mL™", 10 mg mL™" e 20 mg mL™". A rigidez dos géis aumentou
fortemente com o aumento da concentragdo de XGJ, o que esta de acordo com 0s
resultados descritos em literatura. Observa-se que, na maior concentracao de XGJ
investigada, o mddulo de armazenamento da rede formada por XGJ nativa ja era
significante elevado em w = 1 rad s, o que explica o valor relativamente constante

do G' durante os primeiros 2 x 103 s para essa amostra.
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FIGURA 23 - EVOLUCAO DO MODULO DE ARMAZENAMENTO COM O TEMPO A 50 °C APOS
ADICAO DE 64 U mL' DA B-GAL, PARA SOLUGCOES DE XGJ COM
Mw = 3 x 106 g mol' COM SOLUGCOES EM DIFERENTES CONCENTRACOES COMO
INDICADO NA FIGURA.
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Estudou-se a dependéncia da frequéncia dos mddulos de cisalhamento das
solugdes XGJ em solugéo durante o tratamento enzimatico, explorando o fato de que
a cinética pode ser controlada pela concentragcdo da enzima sem alterar o processo
de gelificacdo. Em baixas concentragdes de enzima (Cenz) 0 processo de gelificacéo
torna-se muito lento, o que permitiu determinar a dependéncia de frequéncia das

solugdes XGJ mesmo nos estagios iniciais do processo de gelificacéo.

A FIGURA 24 mostra a dependéncia da frequéncia do G' e G" para solugdes
de XGJ na concentracdo de 10 mg mL™" e com diferentes valores de t/tg. As solucdes
de XGJ nédo tratadas com enzima formaram uma rede transitoria e mostraram
comportamento tipico para solucdes viscoelasticas como foi discutido em detalhes por
Freitas e colaboradores (2015). Durante o tratamento enzimatico, o tempo de
relaxamento terminal da rede transitéria tornou-se mais longo, mas 0 mddulo de alta
frequéncia permaneceu o mesmo. Isso significa que a densidade de reticulacédo da
rede transitéria permaneceu a mesma durante o tratamento enzimatico, mas que o
tempo de duracéo das reticulacdes transitérias aumentou. Além disso, um méddulo de
elasticidade independente de frequéncia (Ge), observado em baixas frequéncias,
aumentou com o aumento da degalactosilagéo. O surgimento de um mddulo de platd

em baixa frequéncia implica que uma segunda rede foi formada com reticulagcbes que
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eram permanentes ou pelo menos tinham um tempo de duragdo maior (quasi-
permanentes).
FIGURA 24 — G'(a) E G’(b) EM FUNCAO DA FREQUENCIA ANGULAR PARA SOLUCOES DE

XILOGLUCANA COM Mw = 3,0 x 108 g mol" EM C = 10 mg mL"' OBTIDO EM
DIFERENTES VALORES DE t /tg INDICADOS NA FIGURA.
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O valor de Ge aumentou com o0 aumento da degalactosilacido. Na FIGURA
21b, a dependéncia do Ge € comparada com a de G' medida em fun¢éo do tempo em
w= 1 rad s (pontos em vermelho no grafico). Os resultados s&o os mesmos dentro
do erro experimental, exceto quando o Ge € muito pequeno, onde a contribuicdo da
rede transitéria para G' em w = 1 rad s ainda é significativa. Se a resposta a
deformacdo mecanica for causada por elasticidade borrachosa, Ge corresponde ao
numero de cadeias elasticamente ativas (RUBINSTEIN; COLBY, 2003):

Ge~CRT/Mc (9)

Onde, Mc € a massa molar média das se¢des de cadeia polimérica
elasticamente ativas. No final do tratamento, Ge a T = 50 °C foi de cerca de 20, 102 e
1,5 x 103 Pa para as concentracdes de 5 mg mL™', 10 mg mL" e 20 mg mL™,
respectivamente. Os valores correspondentes de Mc s40 6,6 x 10°, 2,7 x 10°, 3,6 x 104
g mol', o que implica que o nimero de reticulagdes por cadeia de XGJ aumentou com

0 aumento da concentracdo do polimero.
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Com a finalidade de excluir a possibilidade de que a simples presenca da
enzima na solugdo poderia estar, de alguma forma, interferindo nos resultados
dindmicos obtidos nos primeiros segundos, analises dinamicas oscilatérias também
foram realizadas com a XGJ sem e na presenca da enzima desnaturada (FIGURA
25). A enzima foi previamente desnaturada através do aquecimento a temperatura
constante em 80 °C, somente apds o resfriamento ela foi utilizada no experimento.
Observa-se que tanto o mddulo elastico quanto o viscoso sdo similares, portanto, a
rapida elevacdo do médulo elastico em baixa frequéncia deve-se estar associada a
formacdo de redes permanentes ou quase permanentes € nao pela influéncia da

presenca de particulas proteicas no meio.

FIGURA 25 — G’ (a) e G” (b) EM FUNCAO DA FREQUENCIA ANGULAR PARA SOLUGCOES DE
XILOGLUCANA SEM ENZIMA (-a) E COM A ENZIMA PREVIAMENTE
DESNATURADA (-e-) Cenz = 16 U mL-".
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5.2 DEPENDENCIA DE TEMPERATURA DO MODULO DE ELASTICIDADE

No final do tratamento enzimatico a 50 °C (t/tg ~ 87), os géis foram submetidos
a um ciclo de aquecimento e arrefecimento entre 10 °C e 90 °C. A FIGURA 26 mostra
o moédulo de elasticidade em fungdo da temperatura para os géis nas concentracoes
de 5mgmL"' e 10 mgmL-". O Ge aumentou com o aumento da temperatura até cerca
de 60 °C, permaneceu constante entre as temperaturas de 60 a 80 °C e depois
diminuiu um pouco quando aquecido até 90 °C. Durante o resfriamento subsequente,
o0 Ge aumentou fracamente até cerca de 60 °C, manteve-se constante entre 60 a

30 °C e depois diminuiu abruptamente quando arrefecido até 10 °C. O comportamento
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foi qualitativamente similar para as duas concentra¢des de XGJ. Pode-se observar

uma histerese entre os ciclos de aquecimento e resfriamento.

Para o sistema investigado aqui, a ruptura das ligagdes durante o resfriamento
nao foi suficiente para “despercolar” a rede gelificada da XGJ e, portanto, os sistemas
ainda formaram um gel a 10 °C. Brun-Graeppi e colaboradores (2010) observaram
para a XG extraida das sementes de Tamarindo indica (XGT) que a gelificagéo da
XGT tratada enzimaticamente foi reversivel termicamente, o que implica que, para o
sistema investigado por esses autores, ocorreu “despercolagdo”. O mesmo ocorreu
no trabalho apresentado por Busato e colaboradores (2009), entretanto utilizando a

XG oriunda das sementes de H. courbaril.

FIGURA 26 - MODULO ELASTICO DOS GEIS FORMADOS POR XGJ, Mw = 3,0 x 106 g mol! A
C=5mg mL' E 10 mg mL' APOS TRATAMENTO ENZIMATICO A t/tg~87
DURANTE O AQUECIMENTO E SUBSEQUENTES CICLOS DE RESFRIAMENTO
A UMA TAXA DE 0,5 °C min-'.
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Como nao houve termo-reversao na XGJ tratada enzimaticamente com -Gal,
procurou-se avaliar outro parametro na reacao de degalactosilacio que poderia estar
em desacordo com 0 que ja foi tratado em literatura. Neste trabalho as reacdes
enzimaticas ocorreram em pH 5,0, assim decidiu-se elevar o pH para 7,0 e avaliar se

esta mudanca poderia levar a XGJ tratada com B-gal a apresentar a caracteristica de
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termo-reversibilidade. Na FIGURA 27 estado apresentados os valores de G’ e G” ao
longo do tempo e em diferentes temperaturas para a XGJ tratada enzimaticamente

como ja descrito anteriormente, entretanto em pH 7.

FIGURA 27 - (a) G’ E G” EM FUNCAO DO TEMPO PARA XGJ (Mw = 3,0 x 10° g moL") NA
CONCENTRACAO DE 10 mg mL™", Cenz = 16 U mL' TEMPO DE REACAO 16
HORAS E REACAO EM pH 7,0. O TEMPO DE GELIFICACAO (tg) ESTA
INDICADO NA FIGURA.
(b) RAMPA DE AQUECIMENTO E RESFRIAMENTO APOS TRATAMENTO
ENZIMATICO MOSTRADO, TAXA DE 0,5 °C min-'.
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Observa-se que o tempo em que ocorre a gelificacdo (tg) € distinto ao
resultado apresentado na FIGURA 20, referente a reagdo que ocorreu em pH 5,0,
entretanto semelhantemente a outra reagéo néo houve a termo-reversdo. Na FIGURA
27(b) € mostrado que 0 modulo elastico foi maior que o mddulo viscoso em todas as
temperaturas e que, em nenhum momento, houve a termo-reversédo ou
“despercolacdo” da rede gelificada formada. Estes dados indicam que n&o so6 o fato
de a XG ser obtida de fontes diferentes pode induzir a resultados divergentes, mas
também diferengas macromoleculares devido a forma da extragdo ou purificacéo
podem levar a XG, obtida de uma mesma fonte, a possuir parémetros reoldgicos
diferentes. Dentre estes parametros escolhemos avaliar se a diferengca na massa
molar poderia estar envolvida nesta discordancia dos resultados obtidos em literatura
e 0s apresentados no trabalho. Esta discuss&o sera apresentada posteriormente (item
5.4), onde sera mostrado que ha fusdo dos géis durante o resfriamento quando a

massa molar de XG extraida de H. courbaril € menor que 3.0 x 10 g.mol".
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5.3 ESTRESSE E RECUPERACAO DO RENDIMENTO

A tens&o de ruptura dos géis de XGT a C = 10 mg mL"" foi determinada
executando uma rampa de tensdo em w = 1 rad s™'. O médulo de armazenamento
aparente comecgou a diminuir fracamente para ¢ > 1 Pa e caiu bruscamente em
o > 10 Pa indicando que o gel se rompeu, conforme apresentado na FIGURA 28a.
Apds a interrupcéo do cisalhamento, o sistema gelificou novamente e a elasticidade
aumentou lentamente em fungéo do tempo a T = 50 °C, ver FIGURA 28b. Isso significa
que uma fragdo da reticulacio foi reformada lentamente apos a quebra. No entanto,
G' permaneceu uma ordem de magnitude menor do que antes da ruptura indicando

que a maioria das reticulagdes nao foi reformada.

FIGURA 28 - a. MODOS DE CISALHAMENTO EM FUNCAO DO ESTRESSE DE OSCILAGCAO EM
® =1 rad s PARA O GEL DE XGJ COM M = 3,0 x 106 g mol-* EM C = 10 mg mL""
APOS O TRATAMENTO ENZIMATICO (ttg = 87). O ESTRESSE FOI AUMENTADO
A UMA TAXA DE 0,25 Pa POR SEGUNDO. XGJ TRATADA DURANTE 6x 104s COM
6,4 U mL-' DE B-gal.

b. RECUPEF\:AQAO DOS MODULOS DE CISALHAMENTO COM O TEMPO APOS A
APLICACAO DA RAMPA DE TENSAO MOSTRADA NA FIGURA 28a.
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A dependéncia de G’ com a temperatura do gel quebrado apds a recuperagéo
parcial foi diferente da que ocorreu no gel original mostrando uma diminuigéo do G'
com aumento da temperatura € menor histerese (FIGURA 29). As rampas de
cisalhamento repetidas ndo mostraram uma diminuigdo adicional do G' apds a
cessacao do fluxo, indicando que as rampas de cisalhamento subsequentes n&o

causaram mais danos permanentes (FIGURA 30).
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FIGURA 29 - COMPARAGCAO DOS MODULOS DE CISALHAMENTO DE UM GEL DE XG

(Mw 3,0 x 10 g mol-") DURANTE CICLOS SUBSEQUENTES DE AQUECIMENTO E
ARREFECIMENTO A UMA TAXA DE VELOCIDADE DE 0,5 °C min-'. ANTES DO
CORTE E DEPOIS DE SEREM SUBMETIDOS A UMA RAMPA DE TENSAO, VER
FIG. 28a. O GEL FOI FORMADO A C = 10 mg mL"", APOS TRATAMENTO
ENZIMATICO EM t/tg = 87,3, O GEL FOI DEIXADO RECUPERAR DURANTE 104 s
A 50 °C.
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FIGURA 30 - a. MODOS DE CISALHAMENTO DE UM GEL DE XG (Mw 3,0 x 10° g mol") EM FUNGAO
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COMPARACAO DOS MODULOS DE CISALHAMENTO DEPENDENTES DA
FREQUENCIA DOS GEIS DE XGJ PARCIALMENTE RECUPERADOS APOS A
PRIMEIRA E SEGUNDA RAMPAS DE CISALHAMENTO MOSTRADAS NAS
FIGURAS 28a E 30a, RESPECTIVAMENTE

102

100
a o ' antes do cisathamenlo s}
7 G antes do cisalhamento

* G'despois do cisalhamento

¥ 5" depois do cisalhamanto P!

10!

100 i

10 1

< O
Q0

102 . . 1
101 100 10! 102

) (rad.s‘1)



77

5.4 EFEITO DA MASSA MOLAR SOBRE A GELIFICAGAO TERMO-REVERSIVEL

A termo-reversao da gelificacdo da xiloglucana de tamarindo do estado gel-
sol, apds reacéo enzimatica com a B-Gal, ja foi descrita em literatura por varios autores
(BRUN-GRAEPPI et al., 2010; NISBET et al., 2006; SHIRAKAWA, YAMATOYA &
NISHINARI, 1998). Entretanto, de acordo com os dados relatados até aqui, essa
termo-reversédo ndo foi observada para as amostras de XGJ. A hipbtese levantada
para este fendmeno esta na diferenca de massas molares entre as duas, visto que a
XGJ possui Mw 30x maior que a de tamarindo. Por este motivo duas amostras de XGJ,
com massas molares inferiores, foram produzidas por hidrélise enzimatica da XGJ
nativa com EG Il, como descrito na se¢édo de materiais e métodos.

A hidrélise enzimatica com EG Il tem como finalidade romper apenas as
ligacdes a-glicosidicas (1—4) da cadeia principal da xiloglucana levando a formacéo
de cadeias menores. Dependendo do tempo de reagdo e da concentragdo enzimatica
pode levar a reagdo a formacao de oligbmeros com massas molares, viscosidade
intrinseca e raio de giracdo muito menores, como foi observado no experimento
realizado com monitoramento em tempo real por Spier e colaboradores (2015).

Os parametros macromoleculares das amostras de XGJ hidrolisadas foram
determinados utilizando-se cromatografia de exclus&o por tamanho e estdo descritos
na TABELA 3. Dentre essas amostras duas foram selecionadas para a realizagao das
analises reoldgicas, a amostra com tempo de hidrélise de 30 min e a 20 h por ter uma

massa molar semelhante a da xiloglucana de tamarindo.

TABELA 3 — PARAMETROS MACROMOLECULARES DA XILOGLUCANA DE JATOBA NATIVA E
HIDROLIZADAS ENZIMATICAMENTE COM EG Il DURANTES 30 MIN E 20 HORAS."

XGJ 0,5h 20h
VE (mL) 7,5 8,9 9,8
Mn(gmoL') 213x10% 1.01x10° 2,1 x10*
Mw (g moL) 3 x 109 8 x 10° 1x10°
Mw/Mn 1,4 7,3 4.4
Recuperacgao 86,3% 86% 65,2%

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

Como era de se esperar, moléculas menores eluem em volume de eluigdo

maior, indicando uma diminui¢do do volume hidrodinamico das amostras, ou seja,
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quanto maior o tempo de hidrélise, menor o tamanho das moléculas de XGJ
hidrolisadas. As distribuicdes da massa molar das duas fragbes selecionadas estéo
apresentadas na FIGURA 31 juntamente com a distribuicdo do Mw da nativa. A
dispersao (D) destas aumentou de 1,4 da XGJ nativa para 7,3 da XGJ com 30 min
hidrolise. Este valor de dispersdo diminui ao longo do tempo da reagéo chegando a
4 4 para a amostra com 20 h de hidrolise, em fun¢do da quebra aleatéria da cadeia

polimérica gerada pela agdo enzimatica.

FIGURA 31 — PERFIL DE ELUILCAO DA CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO DE TAMANHO (SEC)
PARA A XILOGLUCANA E AS FRAGCOES HIDROLISADAS COM TEMPO DE
HIDROLISE XG 0,5h E 20 h.

—— M, =3x10°gmol’
—— M, =8x10°gmol’
— M, =1x10°gmol’

RI (mV)

T T T T T T
6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 1.0

Volume de Elui¢géo (min)

5.4.1 Analises Dinamicas Oscilatérias

As analises dinamicas oscilatorias das solu¢gdes de XGJ hidrolisadas em
concentracéo de 10 mg mL™" durante a reagdo enzimatica de degalactosilacdo com
Cenz = 16 U mL™", a 50 °C e 16 horas, mostraram que houve a formacgado da rede
gelificada de uma forma semelhante ao XGJ Mw = 3,0 x 10 g mol! degalactosilado.
Entretanto o tempo em que a gelificag&o ocorreu foi maior em comparacéo com a essa
amostra nas mesmas condi¢des. Quanto menor o Mw maior o tempo necessario para
ocorrer a gelificacéo, entretanto os valores do mddulo elastico ao final do experimento

foram muito préximos para a ambas as amostras de XGJ hidrolisadas (FIGURA 32).
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FIGURA 32 - G' E G” EM FUNCAO DO TEMPO PARA XGJ HIDROLISADA COM
Mw = 8,0 x 105 g moL-' (a) e Mw = 1,0 x 105 g moL-' (b) NA CONCENTRAGAO DE
10 mg mL-" E Cenz = 16 U mL-", TEMPO DE REACAO 16 HORAS. O TEMPO DE
GELIFICACAO ESTA INDICADO NA FIGURA (tg).

100 +

0.1
tg=18.000s

0.01 T 0.01 T T T T
10¢ 2x104 3x104 4x10% 5x104 6x104

Tempo (s) Tempo (s)

A FIGURA 33 mostra o modulo de cisalhamento o = 6,23 rad s™! a diferentes
temperaturas durante o arrefecimento de 50 °C a 10 °C e posterior aquecimento de a
50 °C. Variou-se a temperatura a cada 10 °C e foi deixada em equilibrio durante 1 h
antes de cada experimento a dada temperatura. Para a amostra de XGJ hidrolisada
com Mw = 8 x 10° g mol! o arrefecimento até 10 °C ndo causou a fus&o do gel formado
(FIGURA 1.14a). O que mostra que, para essa fragao hidrolisada da XGJ com maior
massa molar a dependéncia de temperatura é semelhante a da XGJ da Nativa com
Mw = 3,0 x 108 g mol!. No entanto, a rede gelificada formada com a XGJ com menor
massa molar (Mw = 1,0 x 10° g mol"), desfizeram-se quando foram arrefecidos a 10
°C (FIGURA 1.14Db). Esta rede gelificada “despercolou” entre 20 °C e 10 °C e foi
reformada durante o aquecimento entre 20 °C e 30 °C. A reversibilidade térmica foi
confirmada por medigbes da dependéncia da frequéncia em diferentes temperaturas
durante o resfriamento € 0 aquecimento, que apresentaram um modulo de
armazenamento independente de frequéncia a T = 20 °C durante o resfriamento e T

> 30 °C durante o aquecimento subsequente (FIGURA 1.14b).
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FIGURA 33 — (a) MODULO DE ARMAZENAMENTO EM o = 6,23 rad s' DO GEL DE XGJ EM

DIFERENTES TEMPERATURAS DURANTE O RESFRIAMENTO DE 50 °C A

10 °C E SUBSEQUENTE AQUECIMENTO A 50 °C. O GEIl Foi FORMADO EM

CONCENTRACAO DE 10 mg mL', ATRAVES DA REACAO DE
DEGALACTOSILACAO DAS XGJ HIDROLISADAS COM Mw = 8,0 x 105 g moL-".

(b) GEL FORMADO EM CONCENTRACAO DE C = 10 mg mL-', ATRAVES DA

REACAO DE DEGALACTOSILACAO DA XGJ HIDROLISADA COM

Mw = 1,0 x 105 g mol'. MODULO DE ARMAZENAMENTO EM » = 6,23 rad s,

RAMPA DE AQUECIMENTO DE 50 °C A 10 °C E RESFRIAMENTO ATE 50 °C.
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Como ja foi mencionado acima, o numero de reticulagdes diminui com a
diminuicdo da temperatura para a amostra de XGJ hidrolisada com
Mw = 1,0 x 10° g mol'. Se a densidade de reticulagdo diminuir abaixo de um valor
critico, a rede de XGJ n&o percola mais, fazendo com que o gel funda. Parece que a
reducdo da densidade de reticulagéo por arrefecimento para 10 °C foi suficiente para
‘despercolar” a rede XGJ se for formada com cadeias de XGJ com
Mw =1,0 x 10° g mol”', mas ndo com Mw = 8,0 x 10° g mol"' ou superior. Se a densidade
de reticulag&o for muito maior do que o valor critico, 0 comprimento da cadeia n&o tem
mais influéncia significativa na elasticidade. Isto explica por que o Ge dos géis
formados a 50 °C era independente da massa molar. No entanto, uma rede de
percolagdo pode ser mantida com uma menor densidade de reticulac&o se as cadeias
forem mais longas. Portanto, a densidade de reticulagcdo critica sera alcancada
durante o resfriamento a temperaturas mais baixas se Mw for maior ou a concentracéo
de XGJ for maior. Para a XGJ estudada aqui, a temperatura critica foi inferior a 10 °C

a uma concentracgdo de 10 mg mL™" para Mw = 8,0 x 10° g mol".
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FIGURA 34 — (a) MODULO DE ARMAZENAMENTO EM o = 6,23 rad s DO GEL DE XGJ EM
DIFERENTES TEMPERATURAS DURANTE O RESFRIAMENTO DE 50 °C
A 10 °C E SUBSEQUENTE AQUECIMENTO A 50 °C. O GEL FOI
FORMADO EM CONCENTRACAO DE C = 10 mg mL", ATRAVES DA
REACAO DE DEGALACTOSILACAO DA XGJ HIDROLISADA COM
Mw = 8,0 x 10° g moL"".
(b) DEPENDENCIA DA FREQUENCIA DO MODULO DE ARMAZENAMENTO
EM DIFERENTES TEMPERATURAS DURANTE O AQUECIMENTO A
C = 10 mg mL', FORMADO POR DESGALACTOLIZACAO DE XGJ
HIDROLISADO SOB AQUECIMENTO COM Mw = 1,0 x 105 g mol-".
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A FIGURA 34 mostra que uma frac&o significativa das reticulagbes que foram
quebradas durante o resfriamento n&o se reformou durante o aquecimento a 50 °C. O
aquecimento adicional a 80 °C n&o aumentou muito a for¢a do gel. Especula-se que,
durante a rampa de resfriamento e aquecimento, uma fragdo de reticulagbes
elasticamente efetivos foi transformada em reticulagdes elasticamente inativas. Isto
pode ocorrer por formacdo de reticulagbes intra-cadeia ou pela formacao de
agregados de XGJ densamente reticulados no estado sol. Na verdade, Freitas e
colaboradores (2011) relataram a formagao de agregacéo apds a degalactosilacdo em
solucéo diluida. Curiosamente, se as rampas de aquecimento e arrefecimento forem
repetidas, a histerese desapareceu, (FIGURA 35), sugerindo que a troca entre
reticulacdes elasticamente ativos e inativos ocorreu principalmente durante a primeira

rampa de resfriamento e agquecimento.
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FIGURA 35 - MODULO DE ARMAZENAMENTO EM o = 6,23 rad s' DO GEL DE XGJ EM
DIFERENTES TEMPERATURAS DURANTE O AQUECIMENTODE 10°CA 80 °CE
SUBSEQUENTE ARREFECIMENTO A 10 °C. OS GEIS FORAM FORMADOS EM
C = 10 mg mL' POR DESGALACTOLIZAGAO DA XGJ HIDROLISADA COM
M. = 1,0 x 105 g mol-". RAMPAS DE AQUECIMENTO E ARREFECIMENTO LOGO
APOS AS RAMPAS DE RESFRIAMENTO E AQUECIMENTO MOSTRADAS NA

FIGURA 33b.
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6 CONCLUSAO

Solugbes aquosas de XG nativa extraidas das sementes de H. courbaril
formaram géis durante a degalactosilagdo a 50 °C induzida pela adigdo da enzima
B-gal. A concentragdo da enzima influenciou a cinética de gelificacdo, mas nao a
rigidez do gel. O méddulo de elasticidade dos géis aumentou com o aumento da
concentracédo de XG entre cerca de 10 Pa a concentragdo de 5 mg mL-' e 103 Pa a
concentragéo de 20 mg mL™". A gelificagdo comecou em graus muito baixos de
degalactosilacédo (<10%) e chegou ao seu valor maximo com 65% de remog¢éao da
galactose. Entretanto, o modulo elastico continuou aumentando lentamente,
sugerindo uma organiza¢édo do sistema. O resfriamento causou o rompimento das
reticulacbes, levando a uma diminuicdo do mddulo de elasticidade dos géis,
entretanto, se a densidade de liga¢des cruzadas estiver abaixo de um valor critico, a
rede XGJ “despercola” e ha transicdo de fase gel-sol. A densidade de reticulagéo
critica para percolar cadeias de XGJ é maior se as cadeias forem mais longas, o que
significa que a temperatura critica na qual ha a formacao do gel € menor quando a
massa molar de XGJ for maior. Para a XG extraida de H. courbaril com Mw = 8,0 x 10°
g mol', a rede gelificada mantem-se mesmo a temperaturas 10 °C, mas com Mw = 1,0
x 10° g mol”! houve reverséo ao estado sol em temperatura baixas. A rede gelificada
de XGJ foi quebrada quando um esfor¢o de cisalhamento foi aplicado acima de um
valor critico, entretanto uma fragdo das ligacbes cruzadas quebradas € reformada ao

longo de algumas horas.



CAPITULO 2

GELIFICACAO TERMICA DA XILOGLUCANA INDUZIDA
POR ADICAO DE SAIS COSMOTROPICOS: ASPECTOS
CINETICOS E ESTRUTURAIS
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CAPITULO 2

3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

e Estudar a gelificacdo térmica da xiloglucana de jatoba (XGJ) induzida pela

adicdo de anions cosmotropicos.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter um hidrogel termo-sensivel utilizando solu¢géo de XGJ com anions sulfato
em varias concentragdes.

e Realizar analise reologica dindmico-oscilatoria da XGJ em misturas com anions
sulfato.

e Realizar analise reoldgica dinédmico-oscilatoria da XGJ em misturas com outros
anions com carater caotrdépicos € cosmotropicos presentes na série de
Hofmeister.

e Caracterizar as misturas entre XGJ e anions sulfato utilizando microscopia
confocal a laser, em diferentes temperaturas.

e Caracterizar termicamente estes materiais utilizando microcalorimetro

diferencial de varredura.
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CAPITULO 2

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL

A xiloglucana foi extraida a partir das sementes de jatoba (Hymenaea
courbaril), provenientes de Cuiaba, no estado de Mato Grosso do Sul, e doados pela
EMBRAPA CERRADOS. Resumidamente, as sementes de jatoba foram moidas,
despigmentadas e deslipidificadas sobre refluxo com éter etilico em sistema Soxhlet.
O isolamento da XG foi realizado através de extracdo aquosa exaustiva em blender,
seguido de filtragdo em pano de nylon, centrifugacdo a 10* g, 40 °C por 30 min, e
precipitacao com concentragdes crescentes de etanol de 70% a 100%, para posterior
secagem a vacuo a 40°C (FREITAS et al., 2015).

4 2PURIFICACAO DA XILOGLUCANA

Uma quantidade de 40g da XG foi solubilizada em 1L de &gua, sob agitagéo
constante por 24h. Apds este periodo a dispersao foi centrifugada a 10* g por 30 min
a temperatura de 40 °C. O sobrenadante foi recolhido e precipitado com 2 volumes de
etanol em seguida o precipitado foi lavado com etanol 99% e posteriormente com
acetona 99%. O precipitado foi acondicionado em estufa a 40 °C até a secagem, e
armazenado ao abrigo da umidade. A amostra de xiloglucana sera doravante
denominada de XGJ.

4.3PREPARACAO DA SOLUCAO DE XILOGLUCANA COM SULFATO DE SODIO

A amostra de XGJ nativa foi dispersa sob agitacéo durante a noite em agua
ultrapura (MilliQ systems) a uma concentracéo de 1 mg mL™" contendo 200 ppm de
azida de sodio (NaNs3) como conservante. Apds, adicionou-se Na2S04 (F. Maia,
99,0%) a disperséo de XGJ mantida sob agitagdo, em concentragdes finais de
0,1 mol L', 0,5 mol L', 0,65 mol L', 0,75 mol L' e 1 mol L'. As misturas entre XGJ e
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Na2S04 foram deixadas em agitacédo durante 12 horas antes de serem submetidas a

analise.

4.4 PREPARACAO DA SOLUCAO DE XILOGLUCANA COM OUTROS SAIS
COSMOTROPICOS

A amostra de XGJ nativa foi dispersa sob agitacéo durante a noite em agua
ultrapura (MilliQ systems) a uma concentracéo de 1 mg mL™" contendo 200 ppm de
azida de sodio (NaNs) como conservante. Apos, adicionou-se Na2HPO4 (fosfato de
sodio dibasico), NaCl (cloreto de sddio), NaH2PO4 (fosfato de sédio monobasico) e
NaNOs (nitrato de sbdio) a dispersédo de XGJ mantida sob agitacdo, a concentracéo
de 1 mol L. As misturas entre XGJ e sais cosmotropicos foram deixadas em agitacéo

durante 12 horas antes de serem submetidas a analise.

4.5 ANALISES REOLOGICAS

As analises dindmicas oscilatorias foram realizadas utilizando um sistema
Thermo Scientific Haake Rheostress 1 (Karlsruhe, Alemanha), equipado com
geometrias de cone e placa (35 mm de didametro, 2°). Os mddulos de cisalhamento
elastico (G’) e viscoso (G”) foram medidos em uma frequéncia angular de 1 rad s™'. O
estresse imposto foi escolhido dentro do regime de resposta linear (c = 1 Pa). As
medidas de cisalhamento oscilatorio foram realizadas em varias temperaturas de
10 °C a 50 °C, em passos de 10 °C. A solugéo a ser analisada foi vertida na placa do
instrumento, a qual estava a temperatura de 10 °C, e posteriormente aquecida até
50 °C, na qual permaneceu durante 16 h antes das medi¢des reoldgicas (fase lag).
Para evitar evaporacéo, a lateral do cone-placa foi coberta com uma camada de 6leo

mineral para evitar evaporacao.
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4.6 ANALISE DE MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER

A XGJ foi marcada com isotiocianato de rodamina (RITC), um corante
fluorescente, para deteccdo em microscépio de fluorescéncia e confocal a laser
(MFCL). A reacéo ocorreu segundo Belder e Granath (1973), em que o polissacarideo
(50 mg) foi disperso em 10 mL de dimetilsulfoxido (DMSQ), contendo duas gotas de
piridina. Apos dispersao do polimero no solvente, foi adicionado 2 mg do RITC a
mistura, juntamente com 20 mg do catalisador dibutil dilaurato de estanho. A reacéo
ocorreu durante 2h a 95 °C. Posteriormente, a XGJ-RITC foi precipitada com etanol
99%, e lavada exaustivamente até que o filtrado n&o apresentasse coloragdo. O
precipitado ainda foi lavado com acetona e seco em estufa, ao abrigo da luz, a 35 °C.

As imagens foram produzidas em um microscopio confocal Nikon A1RSIMP
(Toquio, Japéo), usando lentes imersas em agua e 6leo (20X e 60X com aberturas
numeéricas de 0,75 e 1,4, respectivamente, e 60X com zoom &tico de 4X). Para o GFP
foi utilizado laser 488 nm para excitacdo e filtro de intervalo (“band pass”) de
500-550 nm e para o DAPI foi utilizado laser 405 nm para excitagao e filtro de intervalo
("band pass") de 425 - 475 nm. As amostras foram preparadas utilizando uma mistura
de XGJ-RITC a 0,1% e XGJ 0,9% (m/m) solubilizadas em agua ultrapura (sistema
Milli-Q) durante 12 h.

4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A XGJ com Na2S04 foi preparada de acordo com o descrito na secgéo 4.3,
colocada em estufa a 50 °C e deixada durante 16 h. Apds este periodo o gel formado
foi congelado utilizando nitrogénio liquido e colocado no liofilizador por 12h. As
amostras foram coladas no suporte para MEV Tescan, com uma fita dupla face de
cobre e metalizadas com ouro. As analises de microscopia foram efetuadas no Centro
de Microscopia Eletrénica (CME) da Universidade Federal do Parana (UFPR),
utilizando-se o Microscopio Eletrénico de Varredura TESCAN VEGAS3 LMU. Os
ensaios foram executados com aspectos tridimensionais por estereoscopia de
elétrons secundarios processadas pelo programa Mex da Alicona e com magnificacéo
de 5 kX, 20 kX e 50 kX.
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4.8 ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA

A XGJ com Na2S04 foi preparada de acordo com o descrito na secgéo 4.3,
colocada em estufa a 50 °C e deixada durante 16 h. Apds este periodo o gel formado
foi congelado utilizando-se nitrogénio liquido e colocado no liofilizador por 12h. As
amostras foram coladas no suporte para MEV Tescan, com uma fita dupla face de
cobre apenas, ndo houve metalizacdo. As analises de espectroscopia de energia
dispersiva (EDS) foram realizadas no centro de Microscopia Eletrénica (CME) da
Universidade Federal do Parana (UFPR), utilizando-se o Microscépio Eletrénico de
Varredura TESCAN VEGA3 LMU.

4.9 MEDICOES DE MICROCALORIMETRIA DE VARREDURA DIFERENCIAL

Os experimentos foram realizados em um microcalorimetro de varredura
diferencial, DSC Il (Setaram Ltd., Franca) sob fluxo de N2 ultrapuro (1 bar) utilizando
vasos de 1 cm3. As taxas de aquecimento e arrefecimento foram de 0,2 °C min' e o
intervalo de temperatura foi de 5 a 90 °C. A solu¢c&o da amostra e a agua deionizada
(sistema Milli-Q) utilizada como referéncia (850 mg cada) foram seladas
hermeticamente. As analises foram realizadas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Parana (UFPR). Os dados foram coletados utilizando o
software Setsoft 2000.

410 DICROISMO CIRCULAR

Os espectros de dicroismo circular (CD) foram obtidos utilizando-se o
equipamento da Jasco J-815 espectropolarimetro (Jasco Instruments, Jap&o). A faixa
de varredura registrada foi de 195-250 nm (medido em milionésimos (mdeg)), com
velocidade de escaneamento de 20 nm min™', sensibilidade alta e 2 acumulacgdes.
Durante as analises ao sistema inteiro, incluindo a camara de amostra, foi
acrescentado N2 gasoso. A cubeta de quartzo utilizada foi de 1 mm e as amostras de
XGJ com concentracdo de 1 mg mL"' a essas amostras foram acrescentadas o
Na2S04 nas concentrages finais de 0,5 e 1 mol L-'. A faixa de temperatura utilizada

foi de 10-50 °C com taxa de aquecimento de 1 °C min' e aquisicdo a cada 5 °C.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EFEITO DO SULFATO DE SODIO NA GELIFICAGCAO DA XILOGLUCANA

Como ja foi comentado na revisdo bibliogréfica, a série Hofmeister esta
ordenada de acordo com a capacidade de solubilizar ou agregar macromoléculas e
esta caracteristica esta relacionada a capacidade do anion ou cation de ordenar as
moléculas de agua ao seu redor (KUNZ; HENLE; NINHAM, 2004). Devido a isso, alguns
ions podem acabar removendo a agua de solvatagdo presente na macromolécula
promovendo uma maior intera¢&o intra e intermolecular. Dentre 0s sais cosmotropicos
o sulfato de sédio foi escolhido por apresentar baixa toxicidade e devido ao fato de o
anion sulfato apresentar carater fortemente cosmotrépico.

A adicdo do sulfato de sédio a solugéo aquosa de XGJ foi avaliada, a fim de
observar se € possivel gerar uma maior interacdo entre as cadeias do polimero e,
portanto, gerar redes poliméricas permanentes (definidas aqui como redes polimericas
com um tempo de relaxamento com valor muito elevado ou seja, permanentes) ou
alterar as redes transientes (definidas aqui como redes transitorias devido ao
entrelacamento das cadeias poliméricas, e com baixo tempo de relaxamento) ja
presentes em sistemas semi-diluidos, levando a formagao do gel.

Inicialmente, uma quantidade de Na2S04 foi adicionado a solugdo aquosa de
XGJ e observou-se visualmente se a transi¢c&o sol-gel ocorria quando esta foi exposta
a uma temperatura de 50 °C durante 1 hora e arrefecida a 10 °C como mostrado na
FIGURA 36 e 37. Ap0s a analise visual, testes reoldgicos dindmicos oscilatorios foram
realizados com estas mesmas amostras para comprovar a formacéo e a reversao da
gelificacéo.

Na FIGURA 36 observa-se que, consideranto as fotos e os dados reoldgicos,
todas as amostras a 10 °C possuem um aspecto similar, caracteristico de uma solugéo
viscoelastica. Entretanto na FIGURA 37 observa-se a formac¢ao de um gel, a 50 °C,
para amostras de XGJ contendo Na2S04 a 1,0 mol L' e isto é possivel distinguir
quando se compara a imagem desta amostra com as outras as quais s&0 menos
turvas, com aparéncia mais translucida. Estes dados s&o confirmados com os testes
reoldgicos oscilatorios, também a 50 °C, o qual mostrou um aumento significativo no
moédulo elastico (G) na regido correspondente a rede permanente ou quasi-

permanente.
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FIGURA 36 - G'(-e-) E G’(-m-) EM FUNCAO DA FREQUENCIA ANGULAR E FOTOS DA XGJ NATIVA
10 mg mL-" (A), E COM Na2S0O4 NAS CONCENTRACOES DE 0,1 mol L-! (B), 0,5 mol L
(©) E 1 mol L' (D) A TEMPERATURA DE 10 °C.
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Para a amostra de XGJ contendo Na2S04 a 0,1 mol L' houve uma queda na
viscosidade, apos 1 hora de aquecimento, e macroscopicamente, nao foi observada
a formacéo de gel. Para a amostra de XGJ com 0,5 mol L' de Na2S0O4 ha um aumento
discreto na turbidez do material, a qual pode estar relacionada ao aumento do
componente elastico da amostra, ou seja, houve um aumento nas redes permanentes.
A maior turvagao e aspecto de gel foi observado para a amostra de XGJ contento 1,0
mol L' de Na2S0a4.

A partir desses dados observou-se que 0 mddulo elastico (G') e 0 modulo
viscoso (G") foram afetados com o aumento da concentracéo do sal cosmotrépico na
solugdo de XGJ. Em altas concentragbes de Na2S0O4 e altas temperaturas, ocorreu o
favorecimento das interagcdes intermoleculares, possivelmente oriundas das partes
hidrofobicas, entre as cadeias poliméricas levando ao aumento do moédulo de
armazenamento (G’). Enquanto em baixas concentracdes de Na2SO4 e em
temperaturas altas, houve uma diminuigcdo nos valores dos modulos elastico (G') e
viscoso (G”) em comparagdo com a amostra de XGJ nativa. Provavelmente, houve

um decréscimo parcial da solubilidade do polissacarideo, com parcial separacao de
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fases, 0 que pode ter reduzido a concentracdo da XGJ na solugdo, mas n&o o
suficiente para induzir uma gelificacéo, observada apenas em maiores concentragdes

de anion sulfato, reduzindo assim os moédulos elasticos e viscosos.

FIGURA 37 - G'(-e-) E G’(--) EM FUNGAO DA FREQUENCIA ANGULAR E FOTOS DA XGJ NATIVA
10 mg mL' (A), E COM Na;SO: NAS CONCENTRAGOES DE 0,1 mol L' (B),
0,5 mol L' (C) E 1 mol L-' (D) A TEMPERATURE DE 50 °C.
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Novos testes dindmicos oscilatérios foram realizados, entretanto agora ao
longo do tempo a temperatura constante de 50 °C, os quais demonstraram que a
quantidade de sal adicionada ao sistema influencia também na cinética de formagao
do gel, assim como nos valores dos modulos de cisalhamento obtidos, para uma
mesma concentracdo polimérica. Nestes testes a amostra de XGJ com Na2S04 foi
arrefecida e colocada no rebmetro a temperatura de 10 °C, apds iniciou-se uma rampa
de aquecimento com duragéo de 0,5 h até chegar a temperatura constante de 50 °C,
em que as dispersdes foram mantidas por 16 horas. Durantes estas analises, 0s

mddulos de armazenamento (G’) e perda (G”) foram mensurados continuamente pelo
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tempo como mostrado na FIGURA 38. O tempo de gelificagéo (tg), o qual se definiu
como sendo o tempo em que 0s modulos de cisalhamento séo iguais (G'=G"), foram
diferentes para cada XGJ que foi tratada com distintas concentragdes de sal. Para a
amostra com concentracdo de 0,5 mol L-' de Na2S04 ocorreu no tempo de 24.800 s,
enquanto que para a amostra com maior concentracao a transicao do estado sol-gel
ocorreu préximo de chegar a temperatura de 50 °C, em torno de 1.660 s.

Os ensaios reoldgicos evidenciaram também a diferenca nos valores de G,
indicando que na maior concentracdo de sal cosmotrépico ha uma maior interacéo
hidrofobica entre as cadeias levando a formag¢éo de uma rede polimérica mais densa.
Isso mostra que, quanto maior a concentracdo de sal adicionado, maior a
caracteristica elastica da rede gelificada formada, levando também a uma diminui¢ao
no tempo necessario para que a gelificagdo ocorra, ou seja, ha uma relacéo inversa
com tg.

Apesar do numero ainda limitado de pontos relacionando 1/tg com a
concentracdo de NaxSQ4, observou-se que ha uma relagdo linear entre 1/tg e a
concentracdo de sal cosmotrdpico (FIGURA 39), indicando que, possivelmente,
apenas um aspecto cinético diferencia os experimentos com a mesma concentragao
de polissacarideo e aumento da concentragcdo de Na2S04. Para confirmar que ha
apenas um aspecto cinético envolvido, foram construidas curvas mestres de G’ em
funcdo da t/tg (dados nao mostrados), e concluiu-se que, mesmo existindo um
parametro cinético envolvido na formagéo das redes de XGT com sais cosmotrdpicos,
0s modulos de cisalhamento observados ndo se sobrepbem, e apresentam
dependéncia dos médulos da concentracido de Na2S04. Assim, fica evidente que a
concentracido dos sais aqui testados afeta a cinética da gelificacdo, e adicionalmente

influenciam a quantidade de moléculas que fazem parte da rede permanente formada.
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FIGURA 38 - G' E G" COMO FUNCAO DO TEMPO PARA XGJ 10 mg mL-' CONTENDO Na:S04 0,5
mol L' (A); 0,65 mol L' (B), 0,75 mol L-' (C) E 1 mol L-' (D) EM VELOCIDADE ANGULAR

DE »=6,28 rad s-! A 50°C.
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FIGURA 39 - DEPENDENCIA DE 1/tg EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO DE NazSOs4
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Apds as amostras permanecerem no redmetro sendo monitoradas durante 16
horas a temperatura de 50 °C (FIGURA 38) os modulos de cisalhamento G’ e G” a
o = 6,28 rad s' foram mensurados em diferentes temperaturas durante o
arrefecimento de 50 °C a 10 °C e posterior aquecimento a 50 °C (FIGURA 40). A
rampa de temperatura foi construida a cada 10 °C, na qual a amostra permaneceu por
pelo menos 1,5 horas antes das analises dinamicas oscilatérias serem realizadas.

A concentracdo de Na2S0asde 0,1 mol L' e 0,25 mol L' ndo mostrou efeitos
significativos até 50 "C sobre os médulos de cisalhamento, essas concentragbes de
sal ndo foram suficientes para induzir a interacdo entre as cadeias de XGJ em
nenhuma temperatura. A queda, em altas temperaturas, nos mddulos viscoelasticos
em ambas as concentra¢des indicam que na temperatura de 50 °C, ha uma perda
parcial de solubilidade, mas sem formacgéo de gel.

A amostra de XGJ com Na2S04a 0,5 mol L exibiu caracteristicas de gel,
mas, apds o resfriamento, houve a despercolacdo desta rede a qual foi reformada
apds o0 aquecimento, porém este gel formado era 5 vezes mais fraco que o inicial. O
mesmo aconteceu para as XGJ com Na2S04a 0,65 mol L' e 0,75 mol L', contudo a
rede gelificada reformada para essas amostras teve uma caracteristica semelhante a
inicialmente formada. Apenas a XGJ com Na2S04a 1 mol L' ndo apresentou termo-
reversibilidade.

Dentre as amostras as unicas que apresentaram o efeito termo-reversivel
foram a XGJ com concentracéo de Na2S04 a 0,75 mol L', 0,65 mol L' e 0,5 mol L.
Conforme mostrado na FIGURA 40, e o estado GEL-SOL ocorre a temperaturas de
18 °C, 30 °C e 42 °C, respectivamente, para as amostras de XGJ com Na2SOs a
0,75 mol L', 0,65 mol L' e 0,5 mol L. A transicdo do estado SOL-GEL ocorre a
temperatura similar para ambas as concentracées de Na2S0s de 0,75 mol L' e
0,5 mol L', 44 °C e 47 °C, porém a XGJ com Na2S04 a 0,65 mol L' ndo apresentou

a reversao para o estado gel.
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FIGURA 40 - MODULO DE ARMAZENAMENTO (-o-) E PERDA (-0-) EM » = 6,28 rad.s™' DE XGJ A
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10 mg mL-" EM Na2SO4 A 0,1 mol L (A); 0,25 mol L' (B); 0,5 mol L' (C), 0,65 mol L
(D), 0,75 mol L' (E) e 1 mol L' (F) EM DIFERENTES TEMPERATURAS DURANTE O
ARREFECIMENTO DE 50 °C A 10 °C E SUBSEQUENTE AQUECIMENTO A 50 °C. AS
AMOSTRAS FORAM MANTIDAS A 1,5 h EM CADA TEMPERATURA, ANTES DE
DETERMINAR OS MODULOS DE CISALHAMENTO.
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Aplicando-se diferentes tempos de aquecimento a 50 °C antes das analises
reologicas, foi observado que com 1 h de aquecimento ha termo-reversibilidade do gel
(FIGURA 36 e 37) para todas as concentracdes de sal adicionado. Entretanto, quando
a amostra de XGJ com Na2S04 a 1 mol L' permaneceu por mais tempo em
aquecimento (16h), n&do houve termo-reversdo. Assim, a cinética de agregacado e
desagregacdo sao afetadas também pelo histérico térmico do aquecimento da
amostra e ndo apenas pela concentracédo do sal. Em outras palavras, quanto maior o
tempo a uma dada temperatura, maior o tempo necessario para que a desagregacao
seja observada, chegando a tempos consideravelmente elevados, apdés 16 h de
aquecimento a 50 ‘C. Na figura FIGURA 41A, observa-se que para a amostra com
maior concentracdo de sal houve uma queda dos mddulos de armazenamento, mas
néo o suficiente para que houvesse a despercolacdo do gel, como ocorreu com a

amostra com menor concentragéo, FIGURA 41B.

FIGURA 41 - G’ (LINHA PRETA) E G” (LINHA CINZA) PELO TEMPO (s), » = 1,0 rad s' DURANTE
RESFRIAMENTO DE 50 °C ATE 10 °C E POSTERIOR AQUECIMENTO ATE 50 °C
(LINHA AZUL) PARA AS AMOSTRAS DE XGJ COM NaSOs A 1 mol L' (A) E
0,65 mol L (B). DADOS OBTIDOS APOS FASE LAG DE 16 HORAS. A RAMPA FOI
CONSTRUIDA COM A AMOSTRA PERMANECENDO DURANTE 1,5 HORA A UMA
DADA TEMPERATURA E SEBSEGUENTE ABAIXAMENTO A CADA PASSO DE 10 °C.
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Na FIGURA 41B, cujos dados foram obtidos através do acompanhamento do
modulo elastico e viscoso pelo tempo com frequéncia angular de ® = 1,0 rad s,
observa-se a transicdo do estado sol-gel, da XGJ com Na2804 a 0,65 mol L.
Entretanto, isto ndo é observado nos graficos de rampa de temperatura (FIGURA 40),
os quais foram obtidos a frequéncia angular de © = 6,28 rad s™'. As regides em baixa
frequéncia correspondem as redes permanentes do gel, enquanto regides de alta
frequéncia correspondem as redes transientes associadas aos entrelagamentos
poliméricos. Conclui-se com isso que para as outras concentragdes o tempo de
relaxamento terminal da rede transitoria € mais longo, enquanto para esta € menor.
Na FIGURA 42, a rampa de temperatura para a amostra de XGJ com Na2SO4 a
0,65 mol L, foi obtida, contudo a partir de valores de frequéncia angular menor que
a rampa apresentada na FIGURA 40D. Podemos observar que a transicéo Gel-Sol
ocorre a temperatura de 25 °C, enquanto que a transicédo Sol-Gel ocorreu a

temperatura de 44 °C.

FIGURA 42 - MODULO DE ARMAZENAMENTO E PERDA EM o = 0,92 rad s' DE XGJ A 10 mg mL"’
COM Na:SO4 A 0,65 mol L' EM DIFERENTES TEMPERATURAS DURANTE O
ARREFECIMENTO DE 50 °C A 10 °C E SUBSEQUENTE AQUECIMENTO A 50 °C. AS
AMOSTRAS FORAM MANTIDAS 1,5 h EM CADA TEMPERATURA, ANTES DE
DETERMINAR OS MODULOS DE CISALHAMENTO.
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Com a finalidade de avaliar se existe a possibilidade da termo-reverséo para
a amostra com maior concentracéo, a XGJ com Na2S04 a 1 mol L foi mantida por 8
h a temperatura constante de 10 °C, e n&o houve a ocorréncia da “despercolacao’

total, porém, como ja visto na FIGURA 41A, foi observado uma diminui¢éo do médulo
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elastico e aumento do componente viscoso da amostra, indicando desagregacao

parcial desta rede gelificada, conforme FIGURA 43.

FIGURA 43 - G’ (LINHA PRETA) E G” (LINHA CINZA) PELO TEMPO (s), ® = 1,0 rad s-'. DURANTE
RESFRIAMENTO DE 60 °C ATE 10 °C (LINHA AZUL) PARA A AMOSTRA DE XGJ COM
Na2S04 A 1 mol L-'. DADOS OBTIDOS APOS FASE LAGE DE 16 HORAS. A RAMPA
FOI CONSTRUIDA COM A AMOSTRA PERMANECENDO DURANTE 1,5 HORA A UMA
DADA TEMPERATURA E SEBSEGUENTE ABAIXAMENTO A CADA PASSO DE 10 °C.
NA TEMPERATURA DE 10 °C A AMOSTRA PERMANECEU DURANTE 8 HORAS SOB
MONITORAMENTO.
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A FIGURA 44 mostra a dependéncia da frequéncia do G' e G" para a XGJ e
as dispersdes de XGJ com Na2S04 em varias concentragdes. A solucdo de XGJ e as
dispersbes com concentracdes menores de sal, apresentaram comportamento tipico
para solugdes viscoelasticas, para as quais ha formacdo de redes transitérias
observadas em altas frequéncias. Nas dispersdes com concentragdes maiores de sal
vé-se que 0 modulo de alta frequéncia permaneceu 0 mesmo para todas as amostras.
Isto significa que a densidade de reticulacbes da rede transitéria permaneceu a
mesma, entretanto o tempo de duracéo dessas reticulagcdes transitorias aumentou de
acordo com a concentracdo de sal adicionado. Em baixas frequéncias observa-se 0
surgimento de um platé, indicando o surgimento de ligacdes intermoleculares geradas
por redes permanentes ou com um tempo de duragcdo maior (elevado tempo de

relaxagao).
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A concentracdo do sal afeta ndo apenas a formagao ou nao do gel e o tempo
de gelificacdo, mas também o tipo de contribuicdo da rede gelificada formada. A
formacao das reticulacdes podem ocorrer em algumas amostras devido a presenca
mais predominante de redes permanentes, enquanto em outras a contribuicdo maior
€ de redes quase-permanentes, ou seja, redes transientes com um tempo de duragéo

maior.

FIGURA 44 - G'(A) E G”(B) EM FUNCAO DA FREQUENCIA ANGULAR, A TEMPERATURA DE 50 °C,
PARA A SOLUGCAO DE XGJ E PARA AS DISPERSOES DE XGJ COM NaxSOs A
0,1 mol L' (VERMELHO), A 0,25 mol L' (VERDE), A 0,5 mol L' (AMARELO), A
0,65 mol L' (AZUL), A 0,75 mol L-' (ROSA), A 1 mol L' AZUL CLARO).
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5.2 AVALIACAO DE POSSIVEL GELIFICACAO COM OUTROS SAIS

Os dados apresentados até agora foram produzidos acrescentando o sulfato
de sédio a solucdo polimérica. As proximas analises, tiveram como objetivo utilizar
outros anions presentes na Série de Hofmeister com menor carater cosmotrépico que
o sulfato (S04%), entretanto, o cation utilizado sera o mesmo. Dentre esses anions,
para a realizagdo de analises dinamicas oscilatorias, os escolhidos foram o ion
monohidrogénio fosfato (HPO4%), o ion cloreto (Cl), o ion dihidrogénio fosfato

(H2POx«) e o ion nitrato (NO3z’), os quais estdo assinalados na FIGURA 45.

FIGURA 45 — ANIOS DA SE,RIE DE HOFMEISTER ORDENADOS DE ACORDO COM O CARATER
MAIS CAOTROPICO ATE O MAIS COSMOTROPICO.

Série Hofmeister

Caotrépicos Cosmotrépicos

“Salting in” - - - . - - - 3 w . . =
(solebilnacso) Cl0, < NOs < I' < H,PO, < Br < CI' < F < HPO,* < S0,% < PO~ Salting out” (agregagao)

FONTE: O autor.

Na FIGURA 46 estao apresentados os dados obtidos apds a adigéo de nitrato
de sbdio (NaNO3) a 1 mol L' a solucdo aquosa de XGJ a 10 mg mL-'. Pode-se
observar em (A) que em nenhum momento, durante as 16 horas de aquecimento, no
qual a amostra permaneceu a temperatura constante de 50 °C, houve a gelificacéo.
Neste caso, com 0 aumento da temperatura, ocorreu uma diminuicdo nos
componentes viscoelasticos da amostra. Os dados em (B) vém a corroborar com a
observacdo de que 0 aumento da temperatura pode promover um discreto aumento

na solubilidade da amostra, na presenca de um sal caotropico.
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FIGURA 46 - (A) G' (-0-) E G" (-0-) COMO FUNCAO DO TEMPO PARA A XGJ A 10 mg mL-' COM
NaNOs A 1 mol L' EM VELOCIDADE ANGULAR DE o = 1,0 rad s-'. RAMPA DE
AQUECIMENTO ATE 50 °C E FASE LAGE DE 16 HORAS.

(B) MODULO DE ARMAZENAMENTO (-a-) E PERDA (-e-) EM DIFERENTES
TEMPERATURAS DURANTE O ARREFECIMENTO DE 50 °C A 10 °C E
SUBSEQUENTE AQUECIMENTO A 50 °C, EM o = 6,28 rad s'. PARA A
AMOSTRAS D XGJ A 10 mg mL-" COM NaNOs A 1 mol L. A AMOSTRA FOI
MANTIDA DURANTE 1,5 h EM CADA TEMPERATURA, ANTES DOS MODULOS
DE CISALHAMENTO SEREM DETERMINADOS.
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O fosfato de sddio monobasico (NaH2PO4) € um sal inorganico utilizado em
muitos métodos analiticos e em solugdes tampéo (Human Metabolome Database
(HMDB), 2018). Em solu¢do aquosa dissocia-se formando o cation Na* e o anion
H2PO4, este ultimo possui um carater fortemente caotrépico, ou seja melhora a
solubilizacdo das macromoléculas, promovendo as interacbes hidrofilicas.
(DRUGBANK, 2018).

O fosfato biacido (H2PO4) é um acido fraco que juntamente com o fosfato
monoacido (HPO4%) constitui um efetivo sistema tampéo bioldgico (KRIGER;
MOYSES; MOYSES-TETU, 2017). A constante de ionizagcdo do H2PO4+ é de 6,86
podendo resistir a uma variacdo de pH entre 6,4 a 7,4, ou seja, em valores de pH
semelhantes a esses a concentragdo dos ions H2PO4 e HPO4% esta em equilibrio
(FIGURA 47).
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FIGURA 47 - IONIZACAO DO HIDROGENIO DO ACIDO FOSFORICO E OS pKa
CORRESPONDENTES E AS FAIXAS DE pH EM QUE ELE ATUA COMO
TAMPAO.

H,PO, — H,PO, + H*  H,PO, < HPO,% + H* HPO, % — PO, + H*
pK, = 2,14 pK, = 6,86 pK, =12.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

pH

FONTE: Adaptado de Cury, Tenuta e Tabchoury, 2017.

O acompanhamento dos modulos de armazenamento (G') e perda (G”) das
amostras de XGJ com NaH2P04 a 1 mol L' ao longo do tempo, a temperatura de 50
°C e ® = 1,0 rad s, mostraram que houve um aumento gradual do G’ até que em
46.700 segundos houve a gelificacdo. Entretanto, a formacgéo dessa rede reticulada
nao foi suficientemente forte, ou possuiam um tempo de duracdo muito curto (redes
quasi-permanentes). Na FIGURA 48 (B) observamos que, em nenhuma temperatura,
em o = 6,28 rad s!, 0 modulo elastico € maior que o viscoso, significando que n&o

houve a formacé&o do gel.

O valor de pH da solugé&o de NaH2PO4 a 1 mol L' é de 4,0, o que indica que
provavelmente uma pequena fragcéo do fosfato biacido tenha se dissociado em fosfato
monoacido. Portanto, provavelmente a formacido dos pontos de reticulacdo nas
dispersdes de XGJ com NaH2PQO4 estdo relacionadas a presenca do ion HPO4% que
possui um carater mais cosmotrdpico e ndo do ion H2PO4 que é considerado mais

caotroépico.
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FIGURA 48 - (A) G' (-m-) E G" (-0-) COMO FUNCAO DO TEMPO PARA A XGJ A 10 mg mL-' COM
NaH:PO4 A 1 mol L' EM VELOCIDADE ANGULAR DE & = 1,0 rad s, T = 50 °C. O
TEMPO DE GELIFICACAO ESTA INDICADO NA FIGURA (tg).

() MODULO DE ARMAZENAMENTO (-e-) E PERDA (-0-) A DIFERENTES
TEMPERATURAS DURANTE O RESFRIAMENTO DE 50 °C A 10 °C EM
® = 6,28 rad s'. PARA A AMOSTRAS DE XGJ A 10 mg mL"' COM NaH2POs A
1 mol L". AAMOSTRA FOI MANTIDA DURANTE 1,5 h EM CADA TEMPERATURA,
ANTES DOS MODULOS DE CISALHAMENTO SEREM DETERMINADOS.

(A) (B)
o
o L o,
. tg=46.700 s . h
o O
0] 4] “o..
-G 1T
O G
10 . T T T T T
04 10 20 30 40 50
Tempo (s) Temperatura (°C)

Na FIGURA 49 estédo apresentados os testes dinamicos oscilatorios para as
amostras de XGJ as quais foram acrescidas de NaCl a 1 mol L'. Os dados das
analises mostram que ndo houve a formacido de gel, mesmo em temperaturas
diferentes. Tanto o anion CI quanto o cation Na*, estdo no meio da Série de

Hofmeister, provavelmente por isso ndo foram observadas mudangas no modulo de

cisalhamento elastico.
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FIGURA 49 - (A) G' (-o-) E G" (-0-) COMO FUNCAO DO TEMPO PARA A XGJ A 10 mg mL-' COM
NaCl A 1 mol L' EM VELOCIDADE ANGULAR DE o = 1,0 rad s''. RAMPA DE
AQUECIMENTO ATE 50 °C E FASE LAG DE 16 HORAS.

() MODULO DE ARMAZENAMENTO (-e-) E PERDA (-0-) EM DIFERENTES
TEMPERATURAS DURANTE O ARREFECIMENTO DE 50 °C A 10 °C E
SUBSEQUENTE AQUECIMENTO A 50 °C, EM o = 6,28 rad s'. PARA A
AMOSTRAS DE XGJ A 10 mg mL"' COM NaCl A 1 mol L". A AMOSTRA FOI
MANTIDA DURANTE 1,5 h EM CADA TEMPERATURA, ANTES DOS MODULOS
DE CISALHAMENTO SEREM DETERMINADOS.

- - - 0.1 : : : : :
10’ 10° 10° 10 20 30 40 50
Tempo (s) Temperatura (°C)

Por ultimo foi realizado a avaliagdo da adi¢do do sal Fosfato de sddio dibasico
(NazHPO4) 1 mol L' a solugdo aquosa de XGJ, com pH final de 9,0. Por ser um sal
altamente higroscdpico foi necessario coloca-lo em estufa a 40 °C por 24 h antes de
ser adicionado. Os resultados dos testes reoldgicos estdo apresentados na FIGURA
50, e observa-se que no tempo de 3.200 segundos ocorreu a gelificagéo (G’=G”). Este
tempo é semelhante a XGJ com 0,75 mol L' de Na2S0a4. Inclusive as temperaturas
de transicdo do estado Gel-Sol a 16 °C e Sol-Gel, a 41 °C, s&o semelhantes ao
0,75 mol L' de Na2S04. Semelhante ao que ocorreu com o anion monohidrogénio
fosfato, nesta faixa de pH uma fragdo do anion dihidrogénio fostato pode ter se
dissociado em PO4" que é fortemente cosmotrépico. Contribuindo para a formacgéo

dos pontos de reticulacéo.
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FIGURA 50 - (A) G' (-o-) E G" (-0-) COMO FUNGAO DO TEMPO PARA XGJ 10 mg mL-' COM NaHPO4

(A)

@, G" (Pa)

01

A1 mol L' EM VELOCIDADE ANGULAR DE o = 6,28 rad s, A 50 °C. O TEMPO DE
GELIFICACAO ESTA INDICADO NA FIGURA (ig).

() MODULO DE ARMAZENAMENTO (-e-) E PERDA (-0-) EM DIFERENTES

TEMPERATURAS DURANTE O ARREFECIMENTO DE 50 °C A 10 °C E
SUBSEQUENTE AQUECIMENTO A 50 °C, EM o = 6,28 rad s'. PARA A
AMOSTRAS DE XGJ A 10 mg mL' COM NaHPO4 A 1 mol L''. A AMOSTRA FOI
MANTIDA DURANTE 1,5 h EM CADA TEMPERATURA, ANTES DOS MODULOS
DE CISALHAMENTO SEREM DETERMINADOS.

(C) G (PRETO), G” (CINZA) PELO TEMPO EM DIFERENTES TEMPERATURAS

DURANTE O ARREFECIMENTO E AQUECIMENTO DE 50 °C A 10 °C E

SUBSEQUENTE AQUECIMENTO A 50 °C, EM © = 1,0 rad s™. PARA A
AMOSTRAS DE XGJ A 10 mg mL-' COM NaHPOs A 1 mol L-'. A AMOSTRA FOI
MANTIDA DURANTE 1,5 h EM CADA TEMPERATURA, ANTES DOS MODULOS
DE CISALHAMENTO SEREM DETERMINADOS.
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A FIGURA 50 (C) apresenta o gréfico que corresponde a mensuragao dos

mddulos de cisalhamento G’ e G” ao longo do tempo em diferentes temperaturas com
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passo de 10 °C entre elas e permanéncia nesta para a estabilizagao durante 1,5 horas,

a frequéncia angular de ® = 1,0 rad s™.

O acompanhamento dos mddulos em uma frequéncia menor que a utilizada
para realizar a rampa de temperatura (FIGURA 50 B) pode indicar que a formacgéo da
rede de reticulagdes permanentes inicia-se em temperaturas menores. Tais
reticulacdes permanentes dominam a rede transiente observada em altas frequéncias,
sendo observadas em todo o espectro mecanico. E a soma dessas duas contribuicdes
que fazem com que haja a formacgdo do gel, observada quando os modulos de
elasticidade s&o maiores que a contribuigéo viscosa. Da mesma forma que a XGJ com
0,5mol L', 0,65 mol L' e 0,75 mol L, a rede gelificada formada ndo possui a mesma
forga que a inicial. Mesmo quando acrescentamos outro sal cosmotrépico € possivel
obter géis termo-reversiveis, entretanto os géis reformados possuem uma densidade

menor de reticulacdo em comparagdo com o gel inicialmente formado.

FIGURA 51 - G'(A) E G”(B) EM FUNCAO DA FREQUENCIA ANGULAR, A TEMPERATURA DE 50 °C,
PARA AS DISPERSOES DE XGJ A C = 10 mg mL-~' COM Na>SOs A 1 mol L' (PRETO),
Na2HPO4 A 1 mol L' (VERMELHO), NaCl A 1 mol L' (VERDE), NaH2PO4 A 1 mol L'
(AMARELO), NaNO3 A 1 mol L' (AZUL).

A) (B)
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Os modulos de cisalhamento para as amostras com a mesma concentragéo de
sal, porém com sais diferentes mostra que quanto mais cosmotopico o anion maior o

componente elastico na amostra € maior a contribuicdo da rede permanente. A
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excecdo é o anion H2PO4 que, apesar de ter carater caotropico maior que o CI,
apresentou a formacado de redes permanentes ou quase permanentes, evidenciado
pelo platdé em baixas frequéncias (FIGURA 51, losango amarelo), enquanto o cloreto

apenas apresentou comportamento tipico de solugdes viscoelasticas.

5.3 ANALISE DE MICROSCOPIA CONFOCAL POR VARREDURA A LASER

A técnica de microscopia confocal por varredura a laser, baseia-se na
iluminagdo ponto-a-ponto de uma amostra marcada com um fluordforo. Os
microscopios confocais possuem um conjunto de lentes capazes de bloquear a luz
refletida da amostra provenientes de planos focais, permitindo assim que a luz
proveniente de apenas um plano focal chegue ao detector. Através da obtencdo de
imagens digitalizadas de diferentes planos focais é possivel entdo a construcéo
tridimensional da estrutura em estudo (RESENDE; SOCCOL, 2015).

O objetivo da utilizacdo desta técnica, amplamente empregada para a
caracterizagdo de amostras bioldgicas, foi o de caracterizar o hidrogel de XGJ com
sal cosmotrdpico, uma vez que n&o € necessario que o gel passe por um processo de
secagem, minimizando assim possiveis alteragbes na estrutura. Outra razéo foi a
possibilidade de obter imagens da dispersao a diferentes temperaturas e, assim,

observar a transicao da fase sol-gel e as estruturas formadas.

Na TABELA 1, tem-se as imagens de microscopia confocal da XGJ sem
adicdo de Na2S04 e com concentragdes crescentes deste sal, em funcéo da
temperatura. As amostras foram preparadas de acordo com o descrito nos materiais
e métodos e a obtengéo das imagens foram realizadas a cada 10 °C, mantida por 1,5

h a cada temperatura previamente a realizacdo dos ensaios de microscopia.
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Na temperatura de 5 °C, as imagens das dispersées de XGJ com Na2S04 a
0,5 mol L'"; 0,75 mol L' e 1 mol L' assemelham-se com as imagens da XGJ sem
adicdo de sal a temperatura de 20 °C. Como ja mencionado anteriormente nas
analises reoldgicas, em temperaturas baixas estas dispersdes sdo caracterizadas
como solugdes viscoelasticas, ou seja, apresentam poucas reticulagdes. Com o
aumento da temperatura ocorre o aparecimento de agregados, 0s quais sao

qualitativamente maiores na dispersao com maior concentracao de sal.

O microscoépio confocal utilizado nas analises possui banho termostatico,
entretanto este n&o pode ser usado em temperaturas inferiores a 20 °C, ent&o para a
obtencéo das imagens de XGJ com sal a temperatura de 5 °C, as amostras foram
colocadas em banho de gelo até 5°C, e sequencialmente no suporte do equipamento
termostatizado. Este procedimento de expor as amostras a tempertatura de 5°C, pode
ter ocasionado uma parcial desagregacao e despercolacéo da rede reticulada formada
na amostra de XGJ com Na2S04 a 1 mol L. Uma parcial despercolacéo foi observada
nos ensaios dinamicos oscilatorios a 10 °C, devido a uma queda no mddulo elastico
e aumento do médulo viscoso ao longo do tempo. Sendo assim a desagregacéo € a
despercolagao da rede gelificada para a amostra de XGJ com maior concentracdo de

sal € possivel através do abaixamento drastico da temperatura.

A formacao de uma rede reticulada comecgou a ser observada com o aumento
da temperatura, de forma dependente da concentracdo de sal na amostra e ocorreu
de forma mais abrupta para a XGJ com Na2S04 a 1 mol L', a qual apresentou também

a presenca de grandes agregados (TABELA 4).
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IMAGENS DE MICROSCOPIA CONFOCAL POR VARREDURA A LASER DA XGJ
NATIVA A 10 mg mL-' E COM Na2SO4 A 0,5 mol L, 0,75 mol L' e 1 mol L', APOS
PERMANECEREM 16 HORAS A TEMPERATURA CONSTANTE DE 50 °C E
POSTERIOR ARREFECIMENTO A TEMPERATURA DE 40 °C, E 20 °C.
MAGNIFICAGAO DE 60X, ZOOM DE 4X.

Amostra

Temperatura

20°C 40°C 50°C

XGJ 1%
(m/m)

0,5 mol L
Nast4

XGJ 1%
(m/m)

0,75 mol L™
Nast4

XGJ 1%
(m/m)

1 mol L
Nast4

Com um aumento de 240 X (Tabela 5) das imagens de microscopia com

pode-se vizualizar melhor essa rede reticulada. Existe semelhanca na caracteristica

do gel, contudo, quanto maior a concentragdo do sal cosmotrdpico, mais compacta

essa rede reticulada aparenta ser em altas temperaturas.
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Com a finalidade de ampliar o entendimento na formagéo da rede reticulada,
imagens durante a formacao do gel ao longo do tempo foram capturadas e estao
ordenadas na TABELA 6. Nelas observa-se que mesmo no tempo 0 a temperatura de
20 °C, ja é observada a formacéo de longas fibras dispersas na solugédo de XGJ com
Na2S04 a 1 mol L', o qual ndo é observado em outras amostras. Apos 1 hora a
temperatura de 50 °C ocorreu o entrelagamentos dessa fibras, formando varios pontos
de reticulacdo que, com o passar do tempo, aumentam a ponto dessas fibras n&o
serem mais observadas. Para as concentracbes menores a formacédo dessa rede
ocorre de forma diferente. Primeiro varios pontos de agregacao sao vistos, e s6 entéo

ha a juncdo desses para a constituicido da malha reticulada do gel.

Na FIGURA 52 é apresentado a imagem da dispers&o de XGJ com Na2S04 a
1 mol L', apds permanecer 1 hora a 50 °C. Nela observa-se que ha a presenca de
longas fibras, possivelmente relacionadas a agregacéo de inumeras fibras de XGJ.
Assim, como uma analise complementar, mesmo com a possivel perda da estrutura
da rede reticulada que o processo de secagem possa acarretar, as analises utilizando
Microscopia Eletronica de Varredura, sucederam-se para que imagens com maiores

magnificagcdes e mais nitidez pudessem ser capturadas do gel.

FIGURA 52 — IMAGEM DE MICROSCOPIA CONFOCAL POR VARREDURA A LASER DA XGJ A
10 mg mL-" COM Na2SO4 A 1 mol L', APOS A PERMANENCIA DURANTE 1 HORA A
TEMPERATURA DE 50 °C. MAGNIFICACAO DE 60X E ZOOM DE 4X.
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5.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A visualizacdo da microestrutura de um material € uma ferramenta importante
para compreender a organizagdo do gel, entretanto em muitos casos isso nao é
possivel ser realizado através da microscopia 6tica (MO). Devido ao fato do MO utilizar
a luz visivel ou ultravioleta para iluminar um objeto a resolu¢cédo desse microscdpio é
limitada pelos efeitos de difragcdo relacionados ao comprimento de onda da luz
incidente utilizada. Para aumentar a magnificacao, ou seja, a ampliacdo, necessita-se
de uma radiagdo com comprimento de onda menor que a luz visivel (DEDAVID,;
GOMES; MACHADO, 2007).

O microscdpio eletrénico de varredura (MEV) utiliza finos feixes de elétrons, no
lugar de fétons, para irradiar ponto a ponto a area a ser analisada. Como resultado,
ocorre uma interacao entre esses elétrons e a amostra gerando a emissao de elétrons
secundarios, retroespalhados, raios-X caracteristicos, elétrons Auger, fétons entre
outros. Dentre esses, 0s elétrons secundarios e 0s retroespalhados sdo os de maior
interesse. O primeiro responsavel por formar a imagem de alta resolu¢éo (3-5 nm), o
segundo por fornecer imagem da composicdo dos elementos presente na amostra
(DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007; MALISKA, 2018).

Portanto, a técnica de MEV foi utilizada com a finalidade de capturar imagens
em alta resolugdo dos géis formados e visualizar a distribuicdo do sal na amostra
através da técnica complementar de analise quimica por espectroscopia de energia
dispersiva (EDS). As amostras foram preparadas de acordo com o que foi descrito no

matérias e métodos.

Na FIGURA 53 é apresentado as imagens microscdpicas com magnificagéo
de 5kX, da XGJ sem adi¢éo de sal cosmotropico e com adigéo crescente de Na2S04.
Comparando-se a XGJ nativa com as amostras contendo sal cosmotrdpico observa-
se 0 quanto a presenca desse afetou a solugcédo aquosa de XGJ. A presenga do sal
promoveu a agregacao das cadeias poliméricas com formatos irregulares, os quais

podem ser mais bem visualizados nas magnificacbes de maiores.
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FIGURA 53 — IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS AMOSTRAS DE
XGJ NATIVA A 10 mg mL-" (a) XGJ 10 mg mL" COM Na2SOx A 0,5 mol L1 (b); COM
Na2S04 A 0,75 mol L' (c); E COM Na2S04 A 1 mol L' (d). MAGNIFICACAO 5kX E HV
15,0 kV.

Apesar das amostras terem sido submetidas ao processo de secagem, foi
possivel observar a estrutura do gel, a qual permaneceu intacta. Nas magnificagcbes
maiores de 20 kX e 50 kX, observou-se uma discreta diferenca na constituicdo das
estruturas dos géis com diferentes concentragbes de sal cosmotrépico. Na amostra
de XGJ com Na2S04 a 1 mol L' a forma destas estruturas é mais regular, enquanto

em concentracées menores essas particulas ndo possuem forma definida. Portanto,
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a concentracéo de Na2S04 adicionada a solugéo aquosa de XGJ afetou também a

formacé&o das redes que constituem o gel.

FIGURA 54 — IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS AMOSTRAS DE
XGJ A 10 mg mL-" COM Na2804 A 0,5 mol L (a); COM Naz2SO4 A 0,75 mol L' (b); COM
Na2SO4 A 1 mol L' (c). MAGNIFICACAO 20kx E HV 15,0 kV.
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FIGURA 55 — IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS AMOSTRAS DE
XGJ A 10 mg mL" COM Na>SO4 A 0,75 mol L' (a); COM NaxSO4 A 1 mol L' (b).
MAGNIFICACAO 50kx E HV 15,0 kV.

5.4.1 Espectroscopia de Energia Dispersiva

A técnica espectroscdpica de energia dispersiva (EDS) fornece o numero
atdmico dos elementos quimicos presentes na amostra, bem como a porcentagem
desses elementos existente no meio. Isto € possivel porque, durantes as analises, a
interagdo entre o feixe de elétrons e a amostras gera a emissdo de fétons. O
comprimento de onda ou a energia gerada, as quais sdo caracteristicas do numero
atbmico da amostra, sdo utilizados entdo para determinar qual o elemento quimico
responsavel pela emissdo da radiacdo. Por meio de calculos € possivel também
quantificar os elementos analisados (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

A realizacdo dessa analise teve como objetivo observar a distribuicdo dos
componentes do sal na amostra e assim visualizar se haveria a possibilidade destes

componentes concentrados mais em uma regiao do que em outra.

As imagens de EDS nado possuem alta resolugdo, por isso as estruturas

visualizadas nas imagens do MEV nao s&o observadas na FIGURA 55. Todavia é
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possivel perceber que a distribuicdo dos elementos quimicos oxigénio (Q), carbono

(C), sodio (Na) e enxofre (S) estéo dispostos de forma homogénea.

FIGURA 56 — IMAGENS DE EDS PARA A AMOSTRA DE XGJ COM Na2804 A 0,75 mol L. (A)
CORRESPONDE A COMPILACAO DA COMPOSICAO DAS IMAGENS DOS
ELEMENTOS QUIMICOS SODIO (B); ENXOFRE (C); OXIGENIO (D) E CARBONO

(E).
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5.5 MEDICOES DE MICROCALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA

As analises de micro Calorimetria Diferencial de Varredura (u-DSC) foram
realizadas de acordo com o descrito no material e método. Uma rampa de temperatura
de 5 até 50 °C primeiramente foi realizada com a finalidade simular passos seguidos
nos ensaios reoldgicos. Sequencialmente as amostras foram mantidas a temperatura
de 50 °C por 16 horas para s6 entdo as rampas de aquecimento e resfriamento serem

realizadas.

Na FIGURA 57 estdo mostrados os graficos de aquecimento inicial das
amostras de XGJ com Na2804 a 0,75 mol L' e 1 mol L'. Neles, pode-se observar
que, para as amostras de XGJ com Na2S04 a 0,75 mol L', ocorre uma transigéo de
fase de segunda ordem, na qual ocorre um aumento no fluxo de calor. Esta transic&o
de fase pode estar correlacionada com as interagdes moleculares e 0 aumento das
reticulagdes devido ao aumento da temperatura (TOLEDO, 2000). Portanto, com o
aumento da temperatura ha um abrupto acréscimo no numero de reticulagdes,
entretanto apds ele ocorre de uma forma mais linear. Ao final da rampa ha o
surgimento de um evento térmico em T = 41 °C que pode estar relacionado a fuséo

ou desnaturacéo do polimero.

Para a amostra de XGJ com Na2S04 a 1 mol L' observa-se que inicialmente
também ocorre uma transicéo de fase de segunda ordem relacionada ao aumento da
reticulacido polimérica, entretanto, durante esta transicido, um evento exotérmico

ocorre, relacionado a gelificacéo ou agregacao do material.
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FIGURA 57 — GRAFICOS DE AQUECIMENTO ATE A TEMPERATURA DE 50 °C, ANTES DAS
AMOSTRAS SEREM MANTIDAS DURANTE 16 HORAS A 50 °C. (A) XGJ COM
0,75 mol L' DE SAL; (B) XGJ COM 1 mol L' DE SAL. TAXA DE AQUECIMENTO
0,5°C min".
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Com base nos gréficos de calorimetria, conclui-se que a formagéo do hidrogel
de XGJ em varias concentragées de Na2S0O4 ocorre de uma forma diferente em cada
concentracdo. Enquanto, para a amostra com maior concentracdo de sal
cosmotrdpico observa-se um pico na rampa de aquecimento, relacionado a formacgao
de gel ou agregados, para as amostras com menores concentracbes este evento nao
ocorre. Os dados reologicos comprovam que em concentragcdes de Na2S0O4 entre 0,5
mol L' a 1 mol L' ocorre a gelificacdo a temperaturas altas, o que nos leva a crer que
a diferenca entre estes géis é a formacado e tamanho dos agregados. A presenca
desses agregados em maior tamanho e quantidade foi evidenciada pela microscopia

confocal.

Apds a fase lag foram realizadas sucessivas rampas de aquecimento e
resfriamento as quais estdo apresentadas na FIGURA 58. Nos graficos de
calorimétrico da amostra de XGJ nativa, observa-se na rampa de aquecimento que a
temperatura de 38 °C ocorre um evento exotérmico que pode estar relacionado a
agregacdo das moléculas, o que é compativel com agregacgbes laterais ou pela
extremidade de cadeia polimérica, devido a uma maior interagdo polimero-polimero
que polimero-solvente. De forma a corroborar com os resultados observados, Freitas
e colaboradores (2015) também observaram que 0 aquecimento das amostras
promovia um favorecimento de interagbes hidrofdbicas entre as cadeias de XGJ,
através de segmentos desprovidos de galactose, que ocorrem naturalmente neste

polissacarideo.

Na rampa de resfriamento, um outro evento exotérmico foi identificado, este
ocorreu a temperatura de 63 °C. Segundo Freitas e colaboradores (2015) a formacgéo
de interagdes hidrofébicas entre as moléculas de XGJ é mais evidenciada com o
resfriamento, devido a um aumento das interacbes intermoleculares da rede
reticulada, e pode estar associada e este evento exotérmico, mas em uma

temperatura mais alta.

Na amostra de XGJ com Na2S04 a 0,5 mol L' ndo foi observado um evento
significativo durante a fase lag. Na FIGURA 58B, aonde estdo agrupadas as
sucessivas rampas de aquecimento e resfriamento, € observado, na primeira rampa
de aquecimento, um aumento do fluxo de calor que pode estar relacionado a formagao

gradual da rede reticulada, ou seja, a gelificagao paulatina do material. Na rampa de
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resfriamento ocorre um evento entalpico exotérmico em T = 30,7 °C referente a
agregacéao, conforme foi observado para a mostra nativa. Na subsequente rampa de
aquecimento sucede um novo aumento de fluxo, menor que o primeiro, além do
aparecimento do evento exotérmico T = 36,9 °C, provavelmente relacionado a

decomposi¢cdo do material.

As rampas de resfriamento e aquecimento da amostra de XGJ com Na2S04 a
0,75 mol L' estao apresentadas na FIGURA 58C. Para esta amostra, foi realizada
uma curva de resfriamento a mais, a qual evidenciou que o fluxo de calor diminui com
o aumento do numero de rampas. O que pode indicar que, quando ocorre a

despercolagado da rede reticulada, esta é refeita com uma densidade menor.

FIGURA 58 — PRIMEIRA RAMPA DE AQUECIMENTO (LINHA CONTINUA PRETA) E
RESFRIAMENTO (LINHA CONTINUA AZUL): SEGUNDA RAMPA DE
AQUECIMENTO (LINHA TRACEJADA PRETA) E RESFRIAMENTO (LINHA
TRACEJADA AZUL) DAS AMOSTRAS XGJ NATIVA™ (A); XGJ COM 0,5 mol L
(B); XGJ COM 0,75 mol L' (C)”; XGJ COM 1 mol L' (D). TAXA DE
AQUECIMENTO 0,2 °C min-".

*APENAS A SEGUNDA RAMPA DE AQUECIMENTO E RESFRIAMENTO ESTA APRESENTADA

**UMA TERCEIRA RAMPA DE RESFRIAMENTO PARA ESTA AMOSTRA FOI REALIZADA (LINHA PONTILHADA AZUL)
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A amostra de XGJ com 1 mol L' apresentou o mesmo comportamento de
diminuicdo do fluxo de calor detectado apds sucessivas rampas de aquecimento e
resfriamento. Entretanto, a diminuigcdo nao foi tdo acentuada como ocorreu para a
amostra com Na2S04 a 0,75 mol L. Acredita-se que essa variacéo do fluxo de calor
esteja relacionada a percolacdo da rede e despercolacado da mesma. As sucessivas
rampas de aquecimento e resfriamento fazem com que estas ocorram em menor

intensidade.

5.6 DICROISMO CIRCULAR

As analises de dicroismo circular da XGJ nativa e com concentracdo de
Na2S04 a 0,5 mol L' e 1 mol L' estdo apresentadas na FIGURA 60. Os resultados
mostram que, com o aumento da temperatura ocorre uma mudanga na conformacéo
da xiloglucana nativa. O acréscimo de sal a solugao também influenciou na mudanca
da conformacao da cadeia polimérica como pode-se observar comparando-se a figura
60B e 60C. O aumento da temperatura também teve um fator decisivo na mudanca
da conformac&o da cadeia para a amostra com XGJ com Na2S04 1 mol L', enquanto
para a concentragdo menor iSso Nao ocorreu.

Com base nos dados de dicroismo circular e das analises fisico-quimicas
apresentadas, podemos concluir que o acréscimo de um anion cosmotropico faz com
que haja a remogédo das moléculas de agua presente na camada de solvatagao,
promovendo a mudan¢a na conformagao molecular, a qual faz com que as regifes
hidrofébicas naturalmente presentes na cadeia polimérica fiquem expostas. Com isso
ocorre uma maior interacdo entre essas regides hidrofobicas levando a reticulacéo e

formacao da rede geleificacéo.
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FIGURA 59 — ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR DA XGJ NATIVA (A); XGJ COM Na2S04 A

CD (mdeg)

0,5 mol L' (B) E Na2SO4 A 1 mol L' (C). TEMPERATURA 10 °C (LINHA PRETA); 20
°C (LINHA VERMALHA); 30 °C (LINHA VERDE); 40 °C (LINHA AMARELA) E 50 °C

(LINHA AZUL).
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6 CONCLUSAO

Conclui-se, com estes resultados, que € possivel induzir a gelificagédo da
solucido aquosa de xiloglucana de jatoba utilizando-se o sal cosmotrdpico sulfato de
sédio e um hidrogel termo-reversivel pode ser formado acrescentando-se Na2SO4a 1
mol L' & XGJ nativa. Entretanto, para a formacgdo de um gel mais elastico e que ndo
reverta ao estado sol, faz-se necessario manter 0 aquecimento da amostra por um
tempo e/ou temperatura mais elevados, alterando assim a cinética de desagregacao
polimérica. O simples acréscimo do sal nesta solugdo, a temperatura ambiente, ja é
suficiente para promover uma maior interagcdo entre as cadeias de xiloglucana,
tornando a solugdo mais viscosa.

Em concentracées menores de Na>xS04 de 0,75 mol L', 0,65 mol L'
0,5 mol L, foi possivel obter hidrogéis que apresentassem termo-reverséo dentro da
escala de tempo e temperatura trabalhado nas analises reologicas. Entretanto faz-se
necessario que estes permanegam por mais tempo na temperatura de 50 °C para que
possa ocorrer a transicdo sol-gel. Contudo, esses géis formados s&o menos
resistentes que o obtido em concentracbes maiores. Em concentragdes menores de
Na2504 a 0,5 mol L' ndo houve a observacéo da formacdo do hidrogel nas condigbes
avaliadas.

Dentre os &nions cosmotropios avaliados (S042, HPO4%, CI, H2PO4, NO3') os
unicos que foram capazes de promover interagdes hidrofébicas entre as cadeias de
xiloglucana e consequente formacao de pontos de reticulagéao, suficientes ao passo
de promover a formacé&o da rede gelificada estavel foram os SO4% e HPO4%. Sendo
que dentre esses 0 SO4% formou géis com componente elastico maior que o HPO42,
todos avaliados a mesma concentragéo de 1 mol L', ou seja, houve a formagéo de
géis mais forte.

Nas analises de microscopia confocal por varredura a laser foi possivel avaliar
qualitativamente a formacao da rede gelificada, variando-se a temperatura e o tempo
de formacéo. Grandes agregados e microfibrilas foram observados na composi¢éo da
rede gelificada da XGJ com Na2504 a 1 mol L' enquanto nas demais apenas foi
possivel ver a formacgdo de microfibrilas. Nas imagens de microscopia eletrénica de
varredura o carater dessas microfibrilas foram evidenciados, elas s&o formadas por
pequenas particulas formadas pela interagdo entre as cadeias de xiloglucana que se

ligam umas as outras.
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Nas analises térmicas foi possivel observar que a formacgao da rede gelificada
da XGJ com Na2S04 a 1 mol L é diferente da constituicdo das menores. Enquanto a
maior concentracdo apresenta um pico exotérmico na rampa de aquecimento até a
fase lag, fase na qual a XGJ permanece durante 16 horas na temperatura de 50 °C,
as outras apenas uma transi¢cdo de segunda ordem. Este pico exotérmico € referente
a formac&o de grande agregado ou gelificacdo da rede, enquanto a transi¢ao de fase
significa que a reacao de formacéo da rede reticulada ocorre gradualmente. Esta
formacéo gradual também foi observada na XGJ com Na2S04 a 1 mol L-'. Nas rampas
de aquecimento e resfriamento, apds fase lag, foi observado que ocorre a
despercolacdo gradual dessas redes durante o resfriamento a qual se refaz durante a
rampa de aquecimento. Rampas sucessivas mostraram que essa despercolacéo
diminuiu.

A mudanca de conformacéo apds a adicdo do sal cosmotrdpico a solugao de
XGJ foi observada nas analises de dicroismo circular, com o aumento da
concentracdo do sal adicionado, maior a mudanga conformacional. Portanto, a
mudanga conformacional faz com que haja a exposigdo dos segmentos hidrofébicos
presentes naturalmente nas cadeias de XGJ. Foi esta exposi¢do que tornou possivel
a interacdo das cadeias para a formacdo dos pontos de reticulacdo, sem que
houvesse a necessidade de hidrélise enzimatica para remover 0s segmentos
hidrofilicos.

O trabalho teve como ponto de inovacéo a utilizacdo de um sal higroscdpico
para a promog¢ao da interagéo das cadeias de XGJ e formacgéo da rede gelificada. As
vantagens da utilizac&o deste sal devem-se ao fato deste processo ser mais barato e
mais simples que a utilizacdo da enzima B-D-galactosidase, tornando mais viavel
economicamente a producdo de hidrogéis termo-sensiveis ou termo-reversiveis de

xiloglucana.
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