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RESUMO

O presente trabalho de tese desenvolveu uma metodologia analitica na obtencéo e
na producdo de uma solugdo de amilopectina extraida da solubilizacdo do Amidex 40003,
amido geneticamente modificado contendo majoritariamente amilopectina, dissolvido na
mistura dimetilsulfoxido (DMSO)/H,O (90/10% v/v), respectivamente. O objetivo foi
produzir e caracterizar nanocomplexos de amilopectina com fons metélicos Cr¥*, Fe*
Cu®™, Ni*, Co® e Pb** nas formas de sais de acetato, cloreto e nitrato, assim como,
compreender  as propriedades inorganicas e fisico-quimicas (relacéo
estrutura/propriedades) dos complexos formados, para futuras aplicacdes cosméticas. Foi
realizado o monitoramento das caracteristicas moleculares da solucdo de amilopectina
durante a sua preparacao sob ultrassom, em diferentes tempos e amplitudes, bem como em
alguns complexos, através das técnicas de espectroscopia de espalhamento de luz (LS),
viscosimetria, dentre outras. A reducdo da massa molecular da solucdo polimérica através
do uso do ultrassom demonstrou que a metodologia desenvolvida é adequada para a
reducdo e controle de tamanho da cadeia polimérica. O planejamento fatorial completo 2°
foi realizado para a otimizacdo das reacdes de complexacdo mostrando que o tempo de
reacdo e a concentracdo sdo variaveis significativas. Além disso, as analises de pH,
condutividade, infravermelho (FTIR), UV-Visivel (UV-Vis), termogravimetria (TGA) e
espalhamento de luz estatico e dindmico foram utilizados na confirmacdo dos complexos
formados, bem como um estudo nas mudangas conformacionais ocorridas apos a
complexacéo com a solugdo de amilopectina. Os complexos com fons Cr** e Fe** possuem
um rendimento reacional maior, comparado com 0s demais metais. O estudo reoldgico
demonstrou a reducdo na viscosidade quando introduzidos os sais metalicos, devido ao
empacotamento das cadeias poliméricas. Sendo que os sais de NOjz possuem uma
estabilidade maior. O valor da viscosidade intrinseca encontrada foi de 1257 mL.g™ para a
solugdo de amilopectina e a concentragdo critica (c*) da solucdo foi igual a 0,795 mg.mL™.
Foi verificado que o pH para as reacdes de complexacdo proximo de 5 é ideal para uma
maior média de complexacdo. Em pH acima de 8, diminui o poder complexante do metal
na solucdo. O uso da ferramenta estatistica de separacdo por similaridade, i-PCA,
proporcionou uma melhor compreensdo do conjunto de dados, extraidos do FTIR. Através
do estudo da relacdo estrutura-propriedades dos complexos metélicos com a amilopectina
tratada em solucéo conclui-se que o polimero em solugdo encontra-se como uma esfera ndo
homogénea e enovelada, sendo que ap0s a complexacdo com ions metalicos a
macromolécula modifica sua conformagdo em solugdo. Para todos os complexos formados
ficou evidenciado um aumento do Ry, com excecéo dos sais de Cr**. Os resultados obtidos
pelo gréfico de Berry mostram-se mais apropriado, pois a amilopectina possui elevadas
ramificacdes, cujo as cadeias exteriores sao cadeias flexiveis e ndo rigidas, o que facilita a
complexacdo com o0s sais metdlicos. Com o monitoramento, através da técnica do
Espalhamento de luz estatico de multiplas amostras (SMSLS) é evidenciado o aumento da
massa molecular ao adicionar o sal. A nanoparticula de amilopectina desenvolvida é
altamente estavel e compativel com bases cosméticas. Estudos posteriores serdo realizados
para a aplicabilidade cosmetologia, como hidrogéis e emulsdes oleosas.

Palavras-chave: amilopectina, complexos metélicos, ultrasson, cosmetologia.
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ABSTRACT

The present work work developed an analytical method to obtain and produce a
solution of extracted solubilization of amylopectin Amidex 40003, genetically modified
starch containing mostly amylopectin dissolved in DMSO/H,O mixture (90/10 v / v%),
respectively. The objective was to produce and characterize amylopectin nanocomplexes
with Cr**, Fe**, Cu®*, Ni’*, Co?* and Pb®* metal ions in the form of acetate, chloride and
nitrate salts, as well as understanding the properties of inorganic and physical-chemical
properties (the structure / properties) of complexes formed for future cosmetic applications.
The monitoring of molecular characteristics of amylopectin solution was conducted during
its preparation under ultrasound at different times and amplitudes, as well as in some
complexes, using such as light scattering spectroscopy (LS), viscosimetry, techniques. The
reduction of the molecular weight of the polymer solution using ultrasound demonstrated
that this methodology is suitable for the reduction and control of the size of the polymer
chain. The 2° full factorial design was performed to optimize the complexation reactions
showing that the reaction time and concentration are significant variables. In addition, pH,
conductivity, infrared (FTIR) spectroscopy, UV-Visible (UV-Vis), thermogravimetry
(TGA) and static and dynamic light scattering (techniques) were used for the confirmation
of complexes formed, and a study in conformational changes occurred after complexation
with the solution of amylopectin. Complexes with Cr®* and Fe®** have a higher reaction
yield compared to the other metals. The rheological study demonstrated a reduction in
viscosity when introducing metal salts due to the packing of polymer chains. Since NOs.
salts have greater stability, the value of the intrinsic viscosity was found to be 1257 mL.g™
solution to amylopectin and the critical concentration (¢ *) of the solution was equal to
0.795 mg.mL™. It was found that the pH for complexation reactions around 5 is ideal for a
higher average complexation. At pH above 8 decreases the complexing power of the metal
in solution. The use of statistical tools separation similarity, i-PCA provided a better
understanding of the data set extracted from FTIR. Through the study of the structure-
properties of metal complexes in solution treated amylopectin concluded that the polymer
is in solution as a sphere inhomogeneous and coiled, and after complexation with metal
ions, the macromolecule alters its conformation in solution. For all complexes there was an
evident increase of Ry, with the exception of Cr** salts. The results shown in the Berry plot
were most suitable due to the high amylopectin branches whose outer chains are flexible
and not rigid, which facilitates the complexation with metal salts. Using the technique of
static light scattering of multiple samples (SMSLS) an increased molecular mass by adding
salt is evident. The amylopectin nanoparticle developed is highly stable and compatible
with cosmetic bases. Further studies will be performed to the applicability in cosmetology,
such as hydrogels and oil emulsions.

Keywords: amylopectin, metal complexes, ultrasound, cosmetology.
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Nos ultimos anos, as politicas publicas relacionadas a preservacdo do meio
ambiente priorizam pesquisas utilizando produtos e formas de processamento que usam 0S
recursos de forma sustentdvel. Desta forma, a utilizacdo de matérias-primas e diferentes
tipos de processamentos véem sendo estudados, com intuito de diminuir os problemas
ambientais, bem como os indices de poluicdo e contaminacdo ambiental. Nesse sentido, 0s
biopolimeros se mostram mais vantajosos em relacdo aos polimeros sintéticos
biodegradaveis, pois sdo encontrados de forma abundante, principalmente no Brasil devido
a biodiversidade de sua flora nativa, caracterizando-se assim como fonte renovavel e ndo-
poluidora. !

Dentre os produtos naturais podemos mencionar o amido, sendo um produto de
baixo custo, renovavel e biodegradavel, possuindo grande importancia econémica e
ambiental.? Das inGmeras aplicacBes dos biopolimeros, tais como na é&rea biomédica’,
farmacéutica®, alimenticia® ou cosmética destaca-se o crescimento na demanda e producéo
de cosméticos & base de nanomateriais, chamados de nanocosméticos. '° Entre os
beneficios que a nanotecnologia pode trazer aos cosméticos destacam-se a melhor
penetracdo de ingredientes na pele e nos cabelos, a estabilizagdo de substancias, a melhoria
da eficacia e a possibilidade de liberagdo controlada dos ativos. ** Contudo, um dos
desafios a serem superados refere-se a baixa estabilidade de sistemas nanoestruturados nas
bases cosméticas comerciais, levando & agregacéo ou perda de propriedades. * '3

No que tange as pesquisas desenvolvidas com bipolimeros a respeito das suas
propriedades cosméticas, diversos grupos no Brasil e em outros paises, procuram
compreender as suas estruturas e propriedades no sentido de isolar, de sintetizar e de
analisar fisico quimicamente os atributos na formulacdo de cosméticos.

Dentre os grupos de pesquisa nesta &rea, 0 Grupo de Bio&Macromoléculas, do
Laboratério de Instrumentacdo e Dindmica Molecular da UFRGS (LIMDIM), em uma de
suas linhas de pesquisa, investiga a capacidade complexante de biopolimeros e suas
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas, bem como seus mecanismos de interacéo,
sendo que estes aspectos possibilitaram compreender as aplicacfes destas macromoléculas
extraidas na diversidade da flora brasileira. Este conhecimento, aliado a tendéncia global
do uso de produtos derivados de plantas e obtidos por processos biotecnologicos, por

razdes ecoldgicas, mostraram a importancia da busca por novas fontes de polissacarideos e
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da avaliacdo de propriedades especificas na incorporacdo destas substancias em sistemas
complexos. Especificamente na inddstria cosmética, existe uma demanda cada vez maior
por matérias-primas de origem natural que confiram ao produto as propriedades desejadas
em termos de vantagens, de beneficios e de caracteristicas fisicas, sensoriais, visuais,
funcionais e de compatibilidade com a pele e outros componentes da formulacdo, sendo
que o entendimento do efeito causado por estes biopolimeros em um produto especifico
proporciona estabelecer uma ligacéo entre suas caracteristicas fisicas, quimicas, sensoriais
e sua utilizacdo racional e funcional na industria. A diversidade estrutural e propriedades
fisico-quimicas dos biopolimeros fornecem uma alternativa para selecionar os materiais
apropriados para o desenvolvimento e melhoria de novos produtos.

O amido por constituir-se num polimero natural biodegradavel extremamente
abundante e atoéxico, vem sendo usado em diversos fins, 0 que torna esta pesquisa
importante no sentido de compreender a estrutura-propriedades deste biopolimero e seus
complexos metalicos, para futura aplicacdo cosmética.

Este biopolimero é um polissacarideo de reserva encontrado nos vegetais, sendo
constituido essencialmente por carboidratos, no entanto, substancias como lipidios,
proteinas e cinzas podem ser encontradas na sua composicdo. A quantidade destes
constituintes depende da composicgao do vegetal e do método de extragéo e purificagéo.3

Os granulos de amido sdo constituidos essencialmente por uma mistura de
macromoléculas de dois tipos de a-glucanos: amilose (Am) e amilopectina (Ap) que estdo
presentes em quantidades variaveis. As propor¢fes em que essas estruturas aparecem
diferem em relaco as fontes boténicas, variedades de uma mesma espécie e, mesmo numa
mesma variedade, de acordo com o grau de maturacdo da planta. * > As propriedades
funcionais e fisico-quimicas dos amidos sdo retrogradacdo, gelatinizacdo, solubilidade,
poder de absorcdo de dgua e também possuem comportamento térmico e reoldgico. Estas
propriedades sdo influenciadas pela forma, estrutura molecular e fontes botanicas dos
amidos nativos. °

As propriedades mencionadas anteriormente, tanto funcionais quanto fisico-
quimicas, conferem aos carboidratos especialmente a amilopectina, caracteristicas no
sentido de serem usados na formulacdo de cosméticos, principalmente as suas propriedades
térmicas e reoldgicas.

A presente pesquisa de tese ocorreu em dois momentos: analise das propriedades

estruturais e fisico-quimicas da amilopectina, bem como compreensdo de suas
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propriedades térmicas e reologicas. No segundo momento, a investigacdo destas
propriedades a partir da potencialidade de outros métodos que contribuiram na
confirmacdo da performance analitica desenvolvida no laboratorio LINDIM, UFRGS,
BRASIL, uma vez o estagio desenvolvido na universidade de TULANE, EUA,
oportunizou o desenvolvimento de analises com outros equipamentos ndo disponiveis no
Brasil. Estes dois momentos principais foram determinantes no entendimento dos aspectos
investigados nesta pesquisa.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma nanoparticula a base do
biopolimero altamente estavel e compativel com bases cosméticas (veiculos) mais

amplamente utilizadas em cosmetologia, os hidrogeéis e as emulsdes oleosas.
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2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho de pesquisa tem como objetivo desenvolver uma metodologia
de performance analitica na obtencdo e na produgdo de amilopectina de amido do tipo
Waxy. Além disso, pretende-se produzir e caracterizar nanocomplexos de amilopectina
com metais do subnivel “p” e “d”. Além disso, deseja-se investigar as propriedades
inorganicas e fisico-quimicas (relacdo estrutura/propriedades) dos complexos formados,

utilizando metodologias fisico-quimicas e analiticas.

2.1.2. Objetivos especificos

o Desenvolver uma metodologia de despolarizacdo parcial da massa molecular de
amilopectina, sob técnicas ultrassonicas;

e  Caracterizar as solucdes produzidas apds a metodologia aplicada, utilizando técnicas
de Viscosimetria, Espalhamento de Luz (LS), Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) e Termogravimétrica (TGA);

e  Obter complexos de amilopectina com sais metalicos, através de reacdes de
complexagéo;

o Determinar e avaliar as propriedades quimicas dos complexos, evidenciando a
presenca do metal complexado, através de analises de condutividade, analise de pH, estudo
reoldgico, técnicas espectroscopicas de espalhamento de luz, espectrocopia no ultravioleta
visivel (UV-Vis) e infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).

e  Caracterizar os complexos formados com relacdo a sua estrutura e dimensao fractal.

o Monitorar as caracteristicas moleculares da solugdo contendo majoritariamente
amilopectina durante a sua preparacdo sob Ultrassom, em diferentes tempos e amplitudes,
bem como em alguns complexos, através da técnica espectroscopica com detec¢do on line:
Espalhamento de Luz Simultaneo de Multiplas Amostras (SMSLS). Realizados no
laboratorio da Tulane University Center for Polymer Reaction Monitoring and
Characterization (PolyRMC), em New Orleans, USA.
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Polissacarideos sdo polimeros naturais constituidos de unidades monoméricas,
monossacarideos, de elevada massa molecular, com unidades repetitivas unidas através de

ligacOes glicosidicas (Figura 1).

Ligagbes glicosidicas

Figura 1: Estrutura quimica das ligagdes glicosidicas no amido.

Estas moléculas altamente abundantes na natureza sdo extraidas de plantas
(incluindo as algas), de animais e fungos ou de origem microbiana. Suas propriedades
fisico-quimicas possibilitam multiplas estruturas quimicas, composi¢do quimica variavel e
uma natureza iénica’®>, com muitas especificidades favoraveis, tais como, solubilidade e
hidrofilicidade. Além disso, suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas podem ser
modificadas utilizando técnicas, tais como oxidacdo, sulfatacdo, esterificacdo, amidacao,
grafting ou métodos de enxertia.'® ¥ A atoxicidade, biocompatibilidade, estabilidade,
baixa natureza dos custos e disponibilidade de locais reativos para modificagcdo quimica,

18
I

possibilitam um interesse industrial™™ no uso extensivo de aplicagcOes, especialmente nas

1012 o farmacéuticas.® Esta visdo

dreas de alimentos®, biomédicas', cosméticas
industrialmente importante para os polissacarideos se concentra principalmente nos
derivados quimicos de maior volume potencial, que bioquimicamente, sdo divididos em
trés classes: 0 amido, o glicogénio e a celulose.?

A funcionalizacdo quimica usando os grupos livres hidroxila (-OH) torna provavel
a formacdo de ligacdes de hidrogénio inter e intramoleculares?* (Figura 2), sendo
considerada como um dos fatores mais importantes que influenciam as propriedades fisicas
e quimicas destas moléculas, pois estabilizam a molécula em si e servem para unir
moléculas vizinhas.?> ?* Sabe-se que as ligagdes de hidrogénio possuem um papel
importantissimo nos mecanismos biolégicos e sdo responsaveis pela estrutura e
propriedades da &gua, sendo essenciais nos processos metabdlicos de espécies vegetais e

animais. As ligacGes de hidrogénio sdo componentes fundamentais da estrutura e

7
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funcionalidade de biomoléculas, que determinam as ligacfes glicosidicas como nos
polissacarideos, proteinas e nos pares de bases dos acidos nucléicos, e das espécies que

contém grupos hidroxilas em geral.?* %

OH

OH
O
UII“I”"I'II.'D
H
OCH,
CH;0 o
: 0
S HO
. OH
Mgy .wc}”-
0
DHI""'“'H.O
Cl,
'f.]]
d)-- LHIU
CH,0
U‘[I“ Tirdipg U

Figura 2: Representacéo das possiveis ligacdes de hidrogénio da celulose (a) e metil celulose (b, c, d).?

A presenca das ligac6es de hidrogénio intermolecular entre os componentes de uma
solucdo polimérica pode promover compatibilidade e também efeitos de miscibilidade.
Além disso, sdo significativas nas propriedades das misturas, tornando-se eficaz na
modificacdo de suas propriedades. Dentro deste contexto, os polissacarideos sao muito
mais complexos do que moléculas orgéanicas comuns. Tal complexidade provém do
elevado numero de atomos presentes numa macromolécula e da possibilidade de rotacdo
relativamente livre em torno das muitas ligagdes covalentes da mesma (Figura 3). Desta

forma, estes polimeros naturais podem ser usados na retencdo de agua e producdo de
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fluidos viscosos, massas e géis com qualidade e textura desejadas, assim como formar

I 24-26

complexos de polimero-meta

Figura 3: Estrutura basica da macromolécula de amilose e amilopectina, com rotulagem dos dtomos e torcéo
dos angulos.?’

Substancias poliméricas com capacidade de formar complexos de ions metalicos
sd0 muito comuns, provenientes de fontes naturais e/ou industriais. Os polissacarideos,
como a glicose e quitosana séo exemplos deste tipo de substancia, cuja capacidade de fixar
metais pesados merece interesse do ponto de vista cientifico e tecnolégico.”®

Um complexo polimero-metal € um composto de coordenacdo resultante da
interacdo entre funcGes ligantes ancoradas numa cadeia polimérica e ions metalicos. Um
polimero ligante contém em sua cadeia alguns sitios, tais como: nitrogénio, oxigénio ou
enxofre. A presenca de grupos funcionais reativos ao longo da cadeia dos polimeros
favorecem interacées com outras espécies moleculares podendo ocorrer complexagdo.”®

O amido e seus polissacarideos, amilose e amilopectina, tem dois importantes
grupos funcionais: o grupo — OH, que é suscetivel a reagdes de substituicdo, e a ligacdo
glicosidica C—O—C, suscetivel a quebra de cadeia, sendo assim sdo potenciais ligantes (O-
ligante) para varios ions metalicos. Isto € possivel, pois cada uma de suas unidades

monoméricas possuem cinco potenciais sitios de coordenacdo (Figura 4). O grupo
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hidroxila da glicose tem carater nucledfilico. Estes sitios consistem em trés grupos

hidroxilas, um atomo de oxigénio do anel na forma piranosidica e o oxigénio da ligacao
29, 30

glicosidica, respectivamente.

) _

Glicose Glicose n

cf-Amilose

Figura 4: Sitios potenciais de coordenagdo do amido: grupos hidroxila (em vermelho), &tomo de oxigénio
(em verde) e atomo de oxigénio da ligacéo glicosidica (em azul). (Fonte: Autora)

A complexagdo dos ions metélicos com polissacarideos podem influenciar a
distribuicdo e mobilidade de minerais no organismo, assim como podem ser responsavel
pela introducdo de ions metalicos na cadeia alimentar e/ou a sua evacuacao dos organismos

alimentados com polissacarideos. NIKOLIC et al.*

investigaram complexos de dextrano,
um biopolimero ramificado, com ions de cobre, devido sua possivel aplicacdo na medicina
e na veterindria. Os autores mencionam que 0 dextrano é conhecido como um
polissacarideo neutro com inumeras aplicacdes em alimentos, cosméticos e na indudstria
farmacéutica, sendo que o cobre um biometal indispensavel para a vida de organismos,
devido sua capacidade enzimatica. A interacdo entre estas biomoléculas com ions
metalicos nos organismos vivos provoca uma modificacdo na fungdo biolégica. Uma das
fungdes conhecidas dos complexos deste polissacarideo é o transporte de ions metélicos
através de membranas celulares. Os complexos de cobre possuem, no campo da
bioquimica, um significado especial a partir do aspecto da prevencgédo e tratamento para
anemia causada por deficiéncia de ferro no organismo.™

Foi estabelecido que o grau de ligacdo do cobre dentro do complexo depende
principalmente do pH da solugdo, bem como a participacao tanto dos grupos — OH e das
moléculas de H,O na esfera de coordenagdo do cobre. Os fons Cu?* podem adquirir trés
diferentes tipos de complexos com a unidade monomérica desprotonada. Um modelo

proposto do complexo de Cu(ll)-dextrano possui geometria tetragonal O, com coordenagéo

10
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distorcida no pH 7,5; 9,2 e 11,4. (Figura 5) e a degradagédo do complexo de Cu (II) -

dextrano comeca com o pH acima de 12.%% 3%

HO— 0 HO NG -0

H,0%-Cu--:OH " - HD--C DH
"-\.\HO .‘ 3 *./ U -‘ Jl "‘\.\_\_D =" ¥

AN .
T ]
0~ T=—0H 0~ T——0H
!
\D \\“D
\ \

(B) (C)

e

Figura 5: Influéncia do pH no meio esfera de coordenacdo interna do Cu (1) (A) pH = 7,5, (B) pH 9,2, (C)
pH 11,43

A reatividade do dextrano na complexacdo do cobre depende principalmente da
reatividade dos grupos hidroxilas equatorialmente orientadas.** Os carboidratos sem
grupos doadores ancorados formam um complexo fraco com Cu®* em meio aquoso. A
existéncia de mais de um grupo pode evitar a coordenacdo dos grupos alcodlis — OH,
completando a esfera de coordenacdo do ion metalico. A interacdo do metal com o
conjunto de grupos — OH néo-desprotonados aumenta a estabilidade do complexo.®

A coordenacdo de polissacarideos com metais pode atuar na sua suscetibilidade a
transformacGes enzimaticas e o efeito das interacdes metal-ion no amido age sobre suas
propriedades reolégicas e opticas.®” ** * Todos estes centros de coordenacdo séo bases
rigidas de Pearson, devido a flexibilidade das cadeias promovida pelas ligacdes o e S dos
polissacarideos e a presenca de grupos hidroxilas (— OH), favorecem as ligacdes inter e
intramoleculares . Porém, cabe salientar, que nem todos os centros de coordenagdo do
ligante estdo envolvidos na coordenacdo (Figura 6).° Além disso, devido as pequenas
diferencas na basicidade dos sitios, a sua capacidade de coordenar os ions metalicos ndo é

seletiva.®’

11
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0
! CH,0H i—FrO-ITa'/ \

A B C

Figura 6: Estruturas de complexos de amido-lantanio [La (OPr-i)s], produzidos por refluxo em tolueno,
obtidos por espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-x.*

Os polimeros de coordenacdo podem ser compreendidos como produtos originados
das reacdes de auto-organizacdo entre unidades metélicas e ligantes ambidentados atuando
como ponte, gerando unidades de repeticdo que se estendem por meio de interagdes metal-
ligante. Portanto, a construcdo de polimeros de coordenacdo baseados em arranjos de ions
metéalicos e ligantes organicos multifuncionais, tem-se mostrado um interessante campo de
pesquisa, ndo somente por suas potenciais aplicacbes como materiais funcionais, mas
também devido as intrigantes topologias de rede que vem sendo criadas.*> *

Portanto, muitos esforcos tém sido dedicados ao estudo dos aspectos estruturais
para compreender e controlar a varios fatores que afetam a coordenacdo dos metais e suas
diferentes arquiteturas. Embora exista um nimero muito escasso de trabalhos que discutem
a complexacdo de biopolimeros com sais metalicos, hd varios fatores que afetam a
estrutura de um complexo, tais como a geometria de coordenagdo de fons metalicos®, a

22,41 s contra-fons*> 43 44

4
I 8

estrutura do ligante polimérico®, as ligagdes de hidrogénio
H45' 46

0

valor de p , a temperatura®’, a concentracéo do ligante e do meta

43, 49

, @ interacdo do
solvente , entre outros. Entre eles, os &nions desempenham um papel importante na
construcdo do complexo. Park et al ** demostraram o efeito do anions na estrutura de

complexos (Figuras 7 e 8).

12
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CdX,
(X=Cl, Br, )

Cd(NOs),
+ CsHsCOzNH4

Figura 7: Estruturas de compostos com Cd?* com ligantes 2,2-bpy.**
/A a \

| N Cd- CL Ck Cd- -Cl CI- -Cd s
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Figura 8: Estrutura dos compostos com anions com 2,2-bpy.*

13



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O estudo da relacdo do &nion e do solvente na formacgao do complexo, Berezin et al
* demonstrou que as posicBes das bandas eletronicas do espectro de absorcdo depende

apenas da natureza do anion na esfera de coordenagéo (Figura 9).

H(N-X)P + MA,(Solv), _,

. =

Solv CH;
a i N
—Saolv RN _."r." I"\.I'
— | M| .-
AT
A _O™N
Solv :"_I--J

H
Solv

— = (AM(N-X)P + HA_

Figura 9: Esquema do sal metalico solvatado no processo de formagdo do complexo.*

3.1. AMIDO

O amido é um polissacarideo de reserva encontrado nas plantas. O mesmo é
constituido praticamente de carboidratos, no entanto, substancias como lipidios, proteinas,
e cinzas estdo presentes em sua composicdo. A quantidade destes constituintes depende da
composicdo da planta e do método de extracéo e purificagdo® Os granulos de amido, sdo
constituidos essencialmente por uma mistura de macromoléculas de dois tipos de a-
glucanos: amilose (Am) e amilopectina (Ap) que estdo presentes em quantidades variaveis.
As proporcdes dessas estruturas diferem em relacao as fontes botanicas, variedades de uma
mesma especie e, mesmo numa mesma variedade, de acordo com o grau de maturacao da
planta. ° As propriedades funcionais e fisico-quimicas dos amidos sdo retrogradagéo,
gelatinizacdo, solubilidade, poder de absor¢do de 4gua e também possuem comportamento
térmico e reoldgico. Estas propriedades sdo influenciadas pela forma, estrutura molecular e
fontes botanicas dos amidos nativos.®

A amilose e a amilopectina tém propriedades diferentes. A primeira tem uma
tendéncia alta a retrogradacao e produz géis duros e filmes fortes. A amilopectina, por sua

vez, produz géis macios, filmes fracos e flexiveis. Além disso, é estruturalmente e

14
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funcionalmente a mais importante das duas fragdes, pois sozinha é suficiente para formar o
granulo, como ocorre em mutantes que s&o desprovidos de amilose.> *°
Os granulos de amido podem ocorrer em todas as formas (esféricos, ovais,

poligonais, lenticulares, alongados, etc.) e tamanhos,* >

com didmetros que variam desde
0,1 a 200 pm, dependendo da sua origem boténica com empacotamento denso, cuja
densidade é de aproximadamente 1,5 g.cm™ e estruturas semicristalinas, onde a
cristalinidade varia de 15 a 45 %.%” Comercialmente, os amidos disponiveis sdo isolados a
partir de graos, como de arroz, milho, trigo e de tubérculos, tais como batata e mandioca.

Os amidos sdo blocos de carboidratos do tipo a-D-glucopiranose onde através da
condensacdo enzimatica, uma molécula de agua dilui-se entre duas moléculas de glicose
para formar uma ligacdo, como ilustrado na Figura 1. Esta condensacdo ocorre
predominantemente entre os carbonos 1 e 4 e ocasionalmente entre os carbonos 1 e 6.
Quando predominantemente se desenvolvem ligacGes a-(1,4), 0 homopolimero resultante €

denominado amilose (Figura 10).%°

— CH,0H
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HO
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! CH;0OH
HI
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o HO . oo

OH

B) :

Figura 10: A) Estrutura quimica e B) Representacéo fisica da amilose.

3.1.1. Amilose

A amilose é uma macromolécula linear com algumas ramificagdes sendo que o

comprimento desta cadeia varia de acordo com a fonte biolégica. Em geral a mesma possui

15
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entre 500 e 2 000 unidades de glicose, com massa molecular entre 10* - 10° g.mol™, em
que as unidades a-D-glicopiranose sdo conectadas por ligagdes glicosidicas a-(1,4). Esta
ligacdo glicosidica é estavel em pHs altos, mas hidrolisa em pHs baixos, possuindo uma
extremidade redutora e uma n&o-redutora. As poucas ramificacdes fazem com que a
amilose seja hidrolisada mais lentamente e com isto aumenta a densidade, tornando-a
menos soltvel em agua.*

Estudos®™ *° demostram que a amilose ndo é completamente linear, destacam
que existem nos granulos de amido moléculas de amilose estritamente lineares e outras que
apresentam ramificacdes. A amilose ramificada possui alguns pequenos clusters de cadeias
menores. As ramificacGes sdo separadas por grandes distancias, permitindo as moléculas
agirem como se fossem essencialmente lineares, sem alterar significativamente o
comportamento das cadeias de amilose em solucdo, permanecendo idénticas as cadeias
estritamente lineares. Devido as ligacbes a-(1,4), as moléculas de amilose assumem uma
conformacdo helicoidal, onde os numerosos grupos hidroxila ficam voltados para o
exterior.

Esta estrutura helicoidal explica sua complexagdo com outras moléculas, como o

i0d0,35' 50, 54

em conseqliéncia, da capacidade de formar complexos de inclusdo com
moléculas pequenas, especialmente moléculas ndo polares com um grupo polar ndo-
dominante. * °®° A estrutura dos complexos de amilose formados com uma grande
variedade de pequenas moléculas foi investigado principalmente por técnicas de difracdo
de raios-X e difracéo de elétrons.”” 3

O entrelagamento entre a amilose e a amilopectina, juntamente com a presenca de
fosfolipidos e lipidos, tem efeitos significativos sobre as propriedades fisicas.®*® Além da
amilose e da amilopectina, alguns amidos, geneticamente modificados, possuem um teor
de amilose aumentado. Por exemplo, as poliglucanas que contém estruturas que sao
aparentemente intermediarias aos componentes principais.?’

Muitas propriedades da amilose podem ser explicadas pela sua habilidade em
formar diferentes estruturas moleculares. A maioria das metodologias utilizadas para
determinacéo desse tipo de amido baseia-se no fato de que, em solugGes aquosas neutras, a
estrutura normal de espiral possui a capacidade de interagir com iodo, produzindo
complexo de incluséo helicoidal com aproximadamente seis moléculas de amilose por giro,
no qual o iodo se encontra na cavidade central da hélice. Além disso, mudancas

moleculares tornam possivel a formagdo de complexos com moléculas de lipidios nas
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regides superficiais do grénulo, o que inibe a degradagdo do amido por enzimas como
fosforilase, a-amilase e f-amilase. Outros complexos de inclusdo helicoidal que podem ser

%, %% 130 sendo

formados com a amilose incluem alguns alcoois e acidos organicos,
encontrados na literatura a complexagdo com metais de transicao.

A amilopectina, por outro lado, é um polimero ramificado, com elevada massa
molecular comparado com a amilose. A técnica de espalhamento de luz indica que a nivel
molecular, esta diferenca pode ficar na casa dos milhdes. A alta massa molecular e a
estrutura ramificada da amilopectina reduz a mobilidade das cadeias poliméricas,
interferindo na orientacdo das mesmas de modo a permitir varios niveis de ligacdo de

hidrogénio. 2
3.1.2. Amilopectina

A estrutura da amilopectina (Figura 11), além das ligagdes do tipo a-(1,4) presentes
entre as unidades de a-D-glicopiranose na cadeia principal, é caracterizada pelo alto grau
de ramificagéo. Essas ramificagGes ocorrem em um percentual de 5 a 6 % de ligagGes a-
(1,6) nas unidades de a-D-glicopiranose e essa regido € constituida por duplas hélices. Os
conjuntos dessas ramificacdes formam agregados cristalinos (clusters).?®

Este polissacarideo possui cerca de 1500 unidades de glicose e a cada 25 dessas
unidades ha uma ramificacdo, com massa molecular entre 10°-10° g.mol™. *** O mesmo
apresenta um grau de polimerizagcdo (DP) de 4700 a 12800 unidades glicose e os valores de
comprimento médio de cadeia (CL) variam entre 17 a 24.%® Fisicamente, a maioria dos
amidos nativos sdo semicristalinos, tendo uma cristalinidade de cerca de 20 - 45 %. A
cristalinidade dos granulos de amido é atribuida principalmente a amilopectina e ndo a
amilose, que embora seja linear, apresenta uma conformacgdo que dificulta sua associagéo

regular com outras cadeias. *°
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Figura 11: A) Representagao fisica da amilopectina. B) Estrutura quimica.

Estes polimeros possuem muitas extremidades ndo-redutoras, porém apenas uma

extremidade redutora. A amilose e os pontos de ramificagdo da amilopectina formam

regibes amorfas. As curtas ramificacdes da amilopectina sdo o principal componente

cristalino no amido granular. As regides cristalinas estdo presentes sob a forma de hélices

duplas com comprimento de aproximadamente 6 nm e 0s segmentos de amilopectina nas

regides cristalinas estdo todos em paralelo ao eixo da hélice maior.°> ® As cadeias de

amilopectina estdo organizadas de maneiras diferentes, sugerindo uma classificacdo de

cadeias A, B e C (Figura 9). O tipo A é composto por uma cadeia ndo redutora de glicoses

unidas por ligacdes a-(1,4) sem ramificacdes, sendo unida a uma cadeia tipo B por meio de

ligacOes a-(1,6). As cadeias do tipo B sdo compostas por glicoses ligadas em a-(1,4) € a-

(1,6), contendo uma ou varias cadeias tipo A e podem conter cadeias tipo B unidas por
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meio de um grupo hidroxila primério. A cadeia C é Unica em uma molécula de
amilopectina, sendo composta por ligacdes a-(1,4) e a-(1,6), com grupamento terminal
redutor.”®

Acredita-se que esta ligacédo esteja localizada entre as cadeias da amilopectina e

aleatoriamente entremeada entre as regides amorfas e cristalinas (Figura 12).°
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Figura 12: Classificagdo das cadeias da amilopectina, em tipo A, B e C. (B) Estrutura da amilopectina
formando as regiées amorfas e cristalinas no granulo de amido.*

Apesar de seu limitado papel na formacédo de cristais, a amilose pode influenciar a
organizacdo das duplas hélices, interferindo na densidade de empacotamento das cadeias
de amilopectina.® Além disso, Parker e seus colaboradores® sugerem que parte da amilose
pode se cristalizar juntamente com a amilopectina, formando lamelas cristalinas. Porém, a
organizacdo exata desses componentes dentro do granulo ainda ndo esta totalmente

esclarecida.’® %

Atualmente, diversas pesquisas®” > %% 2 63

sobre a avaliacdo da relacdo existente
entre a estrutura molecular da amilopectina e seu comportamento em algumas propriedades
fisico-quimicas sugerem que varias caracteristicas estruturais, como teor de amilose,
distribuicdo de comprimento das cadeias e o grau de cristalinidade no amido, poderiam
estar intimamente relacionadas aos eventos associados com a gelatinizagdo e
retrogradacéo, tais como inchamento do granulo, lixiviacdo de amilose e/ ou amilopectina,
perda da estrutura radial (birrefringéncia), supra-molecular (cristalinidade) e molecular e

recristalizacéo.
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3.2. REOLOGIA

Para melhor compreender as caracteristicas moleculares da solugdo contendo
majoritariamente amilopectina alguns conceitos sobre reologia sd8o necessarios para
explicar os resultados obtidos utilizando o viscosimetro Brookfield.

A reologia é o ramo da fisico-quimica que estuda a deformacdo e o escoamento da
matéria, quando esta é submetida a esforcos originados por forcas externas.’* ® As
caracteristicas de deformacéo e escoamento de um dado material, isto €, suas propriedades
reoldgicas, irdo depender da massa molecular, da possibilidade de formacgdo de ligacdes
intermoleculares, da forma que a molécula adota em solucdo, de sua concentracdo, da
temperatura em que sdo efetuadas as medidas e da intensidade da forca aplicada sobre o

material.%®

A deformacéo ocorre no caso da matéria estar no estado sélido e o escoamento,
quando a matéria esta no estado liquido. A propriedade reoldgica de interesse no caso dos
solidos é a elasticidade e no caso dos liquidos é a sua viscosidade. No entanto, alguns
materiais ndo podem ser diferenciados em sélidos ou liquidos com clareza, de modo que a
propriedade reolégica de interesse nestes casos é a viscoelasticidade.®® ©"

A viscosimetria consiste no segmento da mecéanica dos fluidos capaz de determinar
sua resposta reoldgica. A resisténcia de um fluido contra qualquer mudanca posicional de
seu elemento volumétrico é responsavel pela grandeza fisica conhecida por viscosidade.

Matematicamente, Issac Newton foi o primeiro a descrever o comportamento de um

liquido ideal ao relacionar a tensao de cisalhamento com a viscosidade.

o=1.y Equacéo 1

Onde: o = tenséo de cisalhamento (Pa); # = viscosidade (Pa.s); y = taxa de cisalhamento

(s

Newton definiu a viscosidade utilizando o modelo de duas placas de areas A,
separadas por uma distancia h, movimentadas através da aplicacdo de uma forca F (Figura
13). A forca (F) requerida por unidade de &rea (A) para manter uma diferenca de
velocidade entre as placas (dv/dx) é diretamente proporcional ao gradiente de velocidade
através do liquido. Assim, o coeficiente de proporcionalidade é igual a viscosidade (n). A
forca por unidade de area é conhecida como tensdo de cisalhamento (o) e o gradiente de

velocidade é conhecido como taxa de cisalhamento (y).
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Figura 13: Representacdo esquematica de fluxo entre duas placas paralelas.”

A tensdo de cisalhamento (o) é uma forca aplicada tangencialmente sobre uma area,
correspondente a interface entre a placa superior e o liquido abaixo, gerando um fluxo na
camada liquida. A velocidade do fluxo pode ser mantida com uma forca constante
controlada pela resisténcia interna do liquido, a viscosidade. Esta for¢ca provoca um fluxo,
cuja velocidade maxima se encontra na camada superior do liquido e diminui atravessando
o0 corpo. No fluxo laminar, uma camada infinitamente fina de liquido desliza sobre a outra
e esse gradiente de velocidade é denominado taxa de cisalhamento (y)70 A viscosidade,
portanto, pode ser expressa matematicamente pela razdo entre a tensdo e a taxa de

cisalhamento.

n="2% Equagdo 2

Sendo a unidade no Sl para a viscosidade:

N/m? N/m?
S n:

= = Pa.
n ms—1/m s1 N @8

Onde: N é Newton, m é metros, s é segundos e Pa ¢é Pascal.

A viscosidade pode ser medida com reGmetros que mostram diferentes valores de
tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de cisalhamento, caracterizando o
comportamento de um fluido. Os redmetros concéntrico-cilindros sdo 0s mais comuns no
campo da determinacéo da viscosidade aparente.”

Se o grafico da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de cisalhamento a
temperatura e pressdo constantes for linear, a viscosidade sera constante e igual ao

coeficiente angular da reta.
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3.2.1. Comportamento do Material

De uma maneira abrangente, os fluidos podem ser classificados em Newtonianos e

ndo-Newtonianos (Figura 14).

|
| |
Newtoniano
|
f T ]
Indep::rgl?;tes do Depeiletrinelr)lges do
1
M )
entaoe
cisalhamento inicial c1salhamento inicial

Plastlcos de Herschel-
Bulkley Pseudoplastlcos

Figura 14: Fluxograma do comportamento dos fluidos Newtoniano e ndo-Newtoniano. (Fonte: Autora)

3.2.1.1 Fluidos Newtonianos

Nos fluidos Newtonianos, a tensdo de cisalhamento é diretamente proporcional a
taxa de cisalhamento como demonstrado na Equacdo 1. Deste modo a viscosidade (#) do
sistema independe da taxa de cisalhamento e da tensdo de cisalhamento, dependendo
apenas da composicdo e temperatura, € 0 escoamento se inicia assim que a tensdo €
aplicada. Uma unica determinacdo experimental € suficiente para definir um Unico
parametro reoldgico. Os fluidos que apresentam comportamento Newtoniano sdo todos o0s

gases, liquidos e solucdes homogéneas de baixa massa molecular. *
3.2.1.2. Fluidos Nao-Newtonianos

Os fluidos ndo-Newtonianos sdo caracterizados por uma relacdo ndo-linear entre a
tensdo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento e, devido as interacdes entre seus
componentes, os valores obtidos séo considerados como viscosidade aparente, podendo,
ainda serem classificados como dependentes ou independentes do tempo.
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3.2.1.2.1. Fluidos Nao-Newtonianos Dependentes do Tempo

Nos fluidos ndo-newtonianos dependentes do tempo, o tempo é a variavel
adicional, o que condiciona a analise. Um indicio do comportamento reoldgico dependente
do tempo de um fluido é a observacéo da chamada curva de histerese.®* ™2

Para que seja possivel verificar se o fluido apresenta ou ndo viscosidade aparente
dependente do tempo, deve ser realizado um estudo reoldgico onde a substancia em analise
deve ser submetida a um aumento de tensdo (ida) e, quando essa atingir um valor maximo,
ser reduzida até retornar ao valor inicial (volta). Se a substdncia ndo apresenta
comportamento reolégico dependente do tempo, as curvas de tensdo X taxas de
cisalhamento obtidas (ida e volta) devem ser coincidentes. Entretanto, se a viscosidade
aparente muda com o tempo, as curvas de ida e volta ndo seguem o mesmo caminho,
formando uma curva de histerese.® 2

Nos fluidos dependentes do tempo, a viscosidade aparente do fluido varia tanto
com a taxa de cisalhamento quanto com a duracdo de sua aplicacdo, podendo ser
classificados como tixotropicos ou reopéticos. Nos fluidos tixotropicos ocorre o
decréscimo da viscosidade aparente com o tempo de cisalhamento, a uma condicao
constante de temperatura e taxa de cisalhamento. Nesses fluidos, as mudangas no
comportamento reolégico com o tempo devem-se provavelmente as mudangas estruturais
no fluido. No entanto, ap6s o repouso, tendem a retornar a condi¢do inicial de
viscosidade.®> "2

Nos fluidos reopéticos ocorre aumento da viscosidade aparente com o tempo de
cisalhamento. Assim como 0s tixotropicos, apds o repouso, tendem a retornar ao seu
comportamento reoldgico inicial. Esses sdo casos muito complexos e raros, ndo sendo
muito freqiientes no campo de alimentos. O comportamento desses fluidos, normalmente,

ndo é incluido nos célculos de engenharia, devido & complexidade do fenémeno.” ™

3.2.1.2.2. Fluidos Nao-Newtonianos Independentes do Tempo

Nos fluidos ndo-newtonianos independentes do tempo, a temperatura constante, a
viscosidade depende somente da magnitude da tensdo de cisalhamento ou taxa de
cisalnamento. Nesta classificacdo estdo incluidos os fluidos pseudoplasticos ou shear

thinning, dilatantes ou shear thickening e pléasticos de Bingham ou viscoplasticos.
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Os fluidos pseudoplasticos sdo fluidos cujo comportamento reolégico ndo segue a
proporcionalidade expressa na Equacdo 1. Sdo caracterizados pelo decréscimo na
viscosidade, com o aumento da taxa de cisalhamento. O modelo mais frequentemente
usado para descrever esse comportamento segue a Lei da Poténcia, e pode apresentar ou
ndo um termo de tensdo inicial. O modelo de Ostwald-de Waele ndo possui o termo de
tensdo inicial (o) (Equacdo 3), enquanto que, o de Herschel-Bulkley’® possui uma tensdo
inicial (oo) (Equagdo 4):"

o=K.y" Equacéo 3
o= 0y+ K.y" Equacéo 4

Onde: K = indice de consisténcia(Pa.s™); o, = tensdo inicial(Pa); ¢ = tensdo de
cisalhamento (Pa); y = taxa de cisalhamento; n = indice de comportamento de fluxo

(adimensional)

O comportamento fisico de fluidos com tensdo inicial de escoamento é usualmente
explicado com relacédo a sua estrutura interna, a qual € capaz de impedir o0 movimento para
valores de tensdo menores que um valor limite oo. Para o maior que o, a estrutura interna
colapsa, permitindo que haja escoamento. A estrutura interna pode recuperar-se quando c
passa a ser menor que oo.’” '’ Segundo Saravacos e Kostaropoulos, dispersdes de
moléculas ou particulas assimétricas, apresentam no repouso um estado desordenado e
quando submetidas a uma tensdo de cisalhamento, suas moléculas ou particulas tendem a
orientar-se na direcdo da forca aplicada.”® Quanto maior for a forca aplicada, maior seré a
ordenacdo e conseqlientemente menor sera a viscosidade aparente. Quando a viscosidade
aparente decresce com o aumento da tensdo de cisalhamento, eles sao classificados como
fluidos pseudoplasticos ou shear thinning.”

Os fluidos estruturados, dentro da classe dos pseudoplasticos, mostram uma regido
de viscosidade constante a baixas taxas de cisalhamento (no) seguida de uma regido ndo
linear & taxa de cisalhamento intermediaria. A altas taxas de cisalhamento existem

novamente uma tendéncia a viscosidade constante (n..), como mostra a Figura 15. O

aparecimento dessas regides esta relacionado com as mudangas na estrutura do material em
funcdo da taxa de cisalhamento aplicada. Este efeito € muito comum em solucGes de
macromoléculas e oOleos lubrificantes. A regido de taxas de cisalhamento médias é a mais

importante para a consideracdo da performance de equipamentos para processamento de
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alimentos, sendo que a regido newtoniana de baixas taxas de cisalhamento pode ser
importante em problemas que envolvam baixas deformacdes, como € o caso de

sedimentac&o de particulas em fluidos.®

Inclinacdo =1,

Inclinagdo =1, b/

Regido superior

Regidao média

Regido inferior

v

Figura 15: Reograma idealizado para um fluido pseudopléstico. ®

Outro modelo que tem sido bastante usado para alimentos liquidos é o de Casson.

279 caracteriza-se pela existéncia de uma

Este modelo, assim como o de Herschel-Bulkley
tensdo inicial. Casson descreveu esse modelo para uma suspensédo de particulas interagindo

num meio Newtoniano (Equaco 5).%°

%5 =Kc.y% + (00)0’5 Equacdo 5

Onde: ¢ = tensdo de cisalhamento (Pa); oo = tensdo inicial (Pa); Kc = viscosidade plastica

de Casson (Pa.s); y = taxa de cisalhamento (s™)

Os fluidos dilatantes apresentam comportamento inverso aos pseudoplasticos, com
a viscosidade aparente aumentando com a taxa de cisalhamento, como mostra a Figura 16,
com as curvas tipicas de escoamento de fluido.** "> Uma explicacdo para este fato, no caso
de suspensoes, € que a medida que aumenta a tensdo de cisalhamento, o liquido intersticial
que lubrifica a friccdo entre as particulas é incapaz de preencher os espagos devido ao
aumento de volume que frequentemente acompanha este fenémeno. Desta forma, ocorre o

contato direto com as particulas solidas e, consequentemente, 0 aumento da viscosidade
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aparente. Este comportamento é encontrado em solugdes de amido, suspensfes de

proteinas e certas solugdes de polimeros.”” O modelo é descrito pela Equagio 6.

c=K,;.y"ondel < 7 < Equacdo 6

Onde: o = tensdo de cisalhamento (Pa), Ks = indice de consisténcia (Pa.s); y = taxa de

cisalhamento (s™); 5 = viscosidade aparente

Plastico de Binghan

Herschel-Bulkley

Pseudoplastico
Newtoniano
Dilatante

Figura 16: Curvas de fluxo tipicas de fluidos.”

Os plasticos de Bingham ou viscoplasticos sdo fluidos que inicialmente necessitam
de uma tensdo de cisalhamento, para que haja fluxo ou movimentacdo do material. Uma
vez atingida essa tensdo, o fluido passa a apresentar um comportamento newtoniano sendo
chamado de plastico de Bingham ou plastico ideal. A equacdo reoldgica para este
comportamento é descrita na equagéo 7.

o= 0p+m,.¥ Equacéo 7

Onde:c = tenséo de cisalhamento (Pa); oo = tenséo inicial (Pa); np = viscosidade plastica

(Pa.s); y = taxa de cisalhamento (s™)
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3.2.1.2.3. Fluido Nao-Newtoniano Viscoelasticos

Os fluidos viscoelasticos apresentam um comportamento intermediario entre um
solido perfeitamente elastico e um liquido puramente viscoso. Como exemplo pode-se citar
as solucdes de biopolimeros.? Nas solucdes poliméricas, como de polissacarideos, o
comportamento é dominado pelo fenébmeno viscoelastico. Cada molécula flexivel espalha-
se num volume médio muito maior que as dimensdes de suas unidades repetitivas e esta
continuamente mudando a forma de seu contorno com sua energia térmica. Estas
moléculas apresentam-se num estado minimo de energia. Uma deformacdo alonga a
molécula ou seus segmentos na dire¢do da forca aplicada e parte da energia aplicada é
armazenada (propriedade de solidos) e outra parte € dissipada como calor (propriedade de
liquidos). O estiramento aumenta os angulos de ligacdo e o estado de energia das
moléculas. Quando a forca da deformacéo é removida, estas tentam retornar a conformacao
inicial e ao estado de menor energia.®

Em um liquido perfeitamente viscoso, a tensdo de cisalhamento depende apenas da
taxa de cisalhamento. O trabalho mecanico necessario para produzir qualquer deformacéo
é dissipado instantaneamente, sendo armazenado na forma de energia elastica. Nos
materiais viscoelasticos, uma parte da energia é armazenada e a outra dissipada. A tenséo
depende do histérico de deformacéo, pois se passa algum tempo antes que o material volte

a sua forma original.®
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3.3. VISCOSIMETRIA

Uma caracteristica de solugdes poliméricas diluidas € que a viscosidade da solucao
é consideravelmente maior que a do solvente puro, ou de solucdes diluidas de pequenas
moléculas. Isto se deve a grande diferenga em massas moleculares entre as moléculas de
polimero e as de solvente. Sabe-se que a viscosidade aumenta a medida que aumenta as
dimensbes das moléculas poliméricas em solucdo. Quando o soluto € polimérico, tais
medidas permitem obter informacgdes a respeito das dimensdes da cadeia, do formato e
tamanho da particula de polimero (volume hidrodindmico), e de sua massa molecular. Este
calculo de massa molecular ndo é absoluto, uma vez que se faz necessario uma técnica
secundaria de caracterizacdo de massas moleculares.®

Numa dispersdo de macromoléculas ou de polimeros, as longas cadeias se
interligam, emaranham-se e enovelam-se, produzindo interacGes fisicas e quimicas,
formando uma grande rede tridimensional. Sob esforgos cisalhantes, inicialmente o fluido
mostrara uma resisténcia similar a de um sélido, sendo deformado dentro dos limites dessa
rede. A seguir, 0s segmentos conectados se esticardo elasticamente e finalmente as
moléculas comecardo a se desemaranhar, orientar-se e escoar irreversivelmente na direcdo
da forca cisalhante. Isso torna a resposta viscosa e elastica compreensivel, introduzindo um
conceito de tempo de resposta, dependente, inicialmente, mais da elasticidade do que da
viscosidade.”

Os experimentos viscosimeétricos mostram a existéncia de uma relacdo entre
tamanho molar e viscosidade de solucdes coloidais ou macromoleculares, o que torna
possivel determinar sua massa molecular. Os experimentos podem ser realizados
rapidamente e requerem equipamentos simples, mas ndao é absoluto, visto que a
viscosidade depende de uma serie de outras propriedades moleculares além da massa. A
concentracdo das solucdes ndo deve ser muito alta, de modo que a razdo entre a
viscosidade da solucdo polimérica e do solvente puro recaia numa faixa de 1,1 a 1,5
mg.mL™.%

Os polimeros modificam a reologia em virtude de sua elevada massa molecular,
entrelacamentos na cadeia polimérica e interacdo do polimero com o solvente. Sua
influéncia na reologia resulta do grande volume das macromoléculas em solugdo,
comparadas ao total das dimensdes moleculares das unidades basicas constituintes. O

volume da solugdo ocupado por um polimero é denominado volume hidrodinamico, o qual
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é determinado por seus parametros estruturais (como o comprimento e rigidez da cadeia) e
interacbes com o solvente, bem como associacdes ou repulsdo poliméricas. O volume
hidrodindmico € dependente da temperatura, concentracdo, massa molecular e taxa de
cisalhamento.®

A melhor representacdo da morfologia de uma particula polimérica é a de um
“novelo aleatério”. Quanto maior a interagdo entre os segmentos do polimero e das
moléculas do solvente, maior serd o novelo polimérico. A viscosidade estd diretamente
relacionada ao volume hidrodindmico da particula, dependendo da massa molecular e
dessa interacdo. As relagdes usuais dos pardmetros viscosimétricos e a estrutura da
particula para o polimero disperso so sdo validas para polimeros lineares ou com pequenas
ramificacBes. A ramificacdo aumenta a densidade do novelo polimérico, sendo que um
polimero ramificado ocupa um volume menor do que de um linear de mesmo tamanho e
consequentemente apresenta uma viscosidade intrinseca menor.** ¥

As medidas de viscosidade em solucdes poliméricas muito diluidas podem ser
realizadas em viscosimetros capilares dos tipos Oswald-Cannon-Fenske ou Ubbelohde. As
medidas sdo feitas por comparacdo do tempo, t (tempo de fluxo), requerido para que um
determinado volume de solugdo passe através de um tubo capilar entre duas marcas
gravadas, com o correspondente tempo de fluxo, ty, para o solvente. Uma constante
considera a variacdo de diametro interno do tubo e sua uniformidade, nas condicdes de
entrada o regime transitorio que ocorre devido a variacdo de nivel durante o teste. A
determinacdo consiste na medida do tempo de fluxo de um volume fixo de liquido, sob a
acdo da gravidade, através de um capilar com carga hidrostatica média reprodutivel a uma
temperatura estreitamente controlada. Em funcdo de o tempo estar na dependéncia tanto da
densidade como da viscosidade, esses equipamentos proporcionam uma determinacao
direta da viscosidade. Acredita-se que tempos entre 100 e 500 segundos oferecem uma
relacéo razoavel entre velocidade e precisdo.®

A viscosidade de solugBes de macromoléculas pode ser expressa em diferentes
formas. A viscosidade intrinseca depende da massa molecular e descreve a interagdo do
soluto com o solvente, permitindo a analise da macromolécula isolada; uma vez que 0s
polimeros sdo constituidos por uma mistura com diferentes massas moleculares,
conferindo-lhe a caracteristica de polidispersdo. E uma propriedade definida como o

volume hidrodindmico ocupado pelas moléculas de um polimero isolado. Um polimero
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emaranhado ao acaso, por exemplo, apresenta uma estrutura compacta e é altamente denso
em solucéo, o que proporciona valores baixos de viscosidade intrinseca.®®

Para a obtencdo da viscosidade intrinseca [#], Huggins desenvolveu um modelo
matematico em funcdo do incremento da viscosidade relativa #; com mostra a Equacéo 8,

extrapolando a diluicéo infinita:

ni/c=nl+ Kn*c Equacéo 8

Onde n; = viscosidade especifica; ¢ = concentracdo da solucdo; n = viscosidade intrinsica;

K = constante de Huggins.

O valor de K geralmente encontra-se entre 0,3 e 0,8, variando de 0,3 a 0,4 para
solucdes com bons solventes, de 0,5 a 0,8 para polimeros em solventes ¢ e acima de 0,8,
pode ocorrer a formagéo de agregados.” A constante de Huggins (Ky) é determinada pelo
grafico utilizado para a obtencdo da viscosidade intrinseca, no qual o coeficiente angular
representa o valor de Ku[n]? .

A viscosidade relativa 7 pode ser calculada a partir da viscosidade da solugédo
Nsolugao € da viscosidade do solvente #sonente , S€Nd0 @ mesma determinada pelo tempo de
escoamento da solugéo(tsoiucao) € pelo tempo de escoamento do solvente (tsowente), pela
equacao 9:

solugio Lsolugio ~
Nyep = —Coie. — —solusio. Equagio 9

Nsolvente Lsolvente

Conforme a equacdo 10, o incremento da viscosidade relativa também pode ser
obtida em fungéo da viscosidade relativa 7, da viscosidade da solugdo #souczo € da

viscosidade do solvente #sovente:
Nrel = (Tl - rls)/rls M= Npe— 1 Equagéo 10

A partir do grafico de Huggins, que relaciona 7n;/c e ¢, a viscosidade intrinseca é
obtida pelo coeficiente linear e a constante de Huggins Ky é obtida pela inclinacéo da reta,
extrapolando & concentragéo zero.**

A viscosidade intrinseca € uma medida volumétrica, normalmente € expressa em

d,/g, pois esta relacionada com o inverso da densidade do polimero em solucdo. Na
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pratica, a viscosidade de solugdes diluidas aumenta com a concentracdo, a dependéncia

pode ser expressa pela Equacédo de Huggins:

2 =[] + Ky ]2 c+ - Equagdo 11

Onde: nmrq = Vviscosidade especifica; ¢ = concentracdo da solucdo; [n] = viscosidade

intrinseca; Ky = constante de Huggins.

O limite da funcéo para solugdes infinitamente diluidas é a viscosidade intrinseca

da solucéo (Equacdo 12):

lim,_o (222) =[] Equagdo 12

A viscosidade intrinseca é obtida pela extrapolacdo grafica de relacdo de
viscosidade reduzida versus a concentracao.

Em solucdo a cadeia ramificada, a amilopectina ocupa um espaco hipotético de uma
esfera ou um cubo de dimensdo de raio de giro (Ry). Em concentragOes baixas, estas
esferas ou cubos estdo separados um do outro. Com o0 aumento da concentragao c, tornam-
se congestionados e eventualmente tocam-se, onde comeca a sobreposicdo das cadeias de
polimero. Esta concentracdo é chamada de concentracao critica (c*), que € dependente da
massa molecular do polimero. A Equacédo 13 mostra que c* também pode ser determinada
pela viscosidade intrinseca do polimero. A definicdo quantitativa de c* € geralmente

utilizada:

1

CZITII

Equacdo 13

Em geral, as propriedades reologicas dos polimeros sdo influenciadas pela massa
molar e sua distribuicdo, presenca de ramificacGes nas macromoléculas, etc. Com relagao a
massa molecular, quanto maior o seu valor, maior € a oposic¢ao ao fluxo viscoso, devido ao
aumento no grau de emaranhamento e nos pontos de contato entre as cadeias. Por outro
lado, quanto mais larga a distribuicdo de massa molecular, menor a probabilidade de
ocorrerem emaranharamentos e menor sera a viscosidade. O efeito das ramificacdes no
comportamento reolégico depende do tamanho das cadeias macromoleculares. Polimeros
ramificados com cadeias longas propiciam a formagcdo de emaranhados e,
consequentemente, apresentam uma viscosidade maior que polimeros ramificados de

cadeias curtas.’* 8" %2
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A capacidade dos amidos de captar dgua e suas propriedades reoldgicas desperta o
interesse para 0 uso como ingrediente em cosméticos. Quando o amido é utilizado como
um ligante ou como agente de textura em produtos industrializados, é necessario que este
ndo somente tenha um alto poder ligante, como também a viscosidade do produto
formulado deve ser estavel durante as diferentes etapas de processamento, tais como:
coccdo, pasteurizacdo ou esterilizacdo.®® A amilopectina é uma das maiores moléculas na
natureza e desempenha um papel significativo nas propriedades funcionais do amido. O
estudo reoldgico é muito importante para determinar as propriedades individuais desta
macromolécula e compreender 0 seu comportamento numa solucéo dispersa.®

O fato dos amidos terem alta massa molecular torna-os dificeis de dissolver e
tendem a agregar-se, conseqlientemente suas propriedades funcionais sdo dificeis de
verificar em solucdo aquosa.® Neste processo pode ocorrer a formacdo de hidrogéis®™ que
sdo cadeias poliméricas tridimensionais hidrofilicas que podem absorver grande
quantidade de agua ou fluidos bioldgicos sem se dissolver, mantendo sua estrutura distinta.
Assim a solubilidade em agua depende do equilibrio entre os grupos funcionais e o
contetido das unidades de repeticdo, bem como sua disposicdo polimérica.®® Embora o
amido seja um polissacarideo amplamente utilizado, o seu comportamento fisico em
solucdo ndo e suficientemente entendido.

As ligacOes de hidrogénio intermoleculares causam a insolubilidade do amido em
agua, e devem ser quebradas de forma eficaz para que se realize o estudo reoldgico das
solucdes. Geralmente é usada energia térmica durante o aquecimento da solugdo aquosa. Ja
em temperaturas muito baixas ou acima da ambiente, poderd ocorrer a gelatinizacdo do
amido em solugdes alcalis, na presenca de ureia, com dimetilsulfoxido (DMSO) e outros
reagentes que perturbam ligacdes de hidrogénio.”” A solubilizacdo completa dos amidos
normalmente requer temperaturas elevadas e/ou pH elevado que pode resultar na reducgéo
do tamanho molecular devido & degradacdo ou despolimerizacdo por oxidacdo, ou ainda
elevar a massa molecular, devido a dissociacdo incompleta ou de agregacdo, devido a
gelatinizac&o.%® O sistema solvente 4gua-DMSO tem sido amplamente utilizado como um
agente dispersante e agente solubilizador do amido.” '® O DMSO é um poderoso receptor
e atua quebrando as ligagGes de hidrogénio no polissacarideo e em agua.’®* Pequenas
quantidades de 4gua tendem a aumentar a solubilizacdo do amido em DMSO, que dispersa
0 amido porque ambos os grupos hidroxilas envolvidos nas ligacbes de hidrogénio podem

tornar-se complexados com o DMSO. Uma pequena quantidade de agua € necessaria para
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impedir temporariamente que o0 DMSO cause o inchago das moléculas sobre a superficie
do granulo de amido.**

A maioria dos polissacarideos apresenta taxa de cisalhnamento semelhante devido ao
seu comportamento, com forma aleatéria e flutuagdes continuas na sua conformagdo em
solucdo. As interacBes intermoleculares sdo tipicamente emaranhados fisicos né&o-
especificos.’® Em baixas taxas de cisalhamento, desemanharados sdo forcados a
equilibrar-se devido a formacdo de novos emaranhamamentos entre cadeias diferentes o
que corresponde a viscosidade de cisalhamento zero. Em valores mais elevados da taxa de
cisalhamento, excede a formacdo do emaranhamento; portanto, a viscosidade diminui

mostrando um comportamento pseudoplastico.'®
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3.4. ESPALHAMENTO DE LUZ (LS)

A técnica de espalhamento de luz tem sido cada vez mais difundida principalmente
nos ultimos anos e tornou-se uma das técnicas mais importantes para a caracterizagdo de
macromoléculas e nanoparticulas em solugdo. Quando em compara¢do com muitos outros
métodos de caracterizagdo de solucao polimérica, as técnicas de dispersao de luz mostram-
se de uma elevada precisdo, pois tém um tempo de resposta rapido e ndo sdo invasivos.
Suas medicdes absolutas de massa molecular e tamanho das particulas podem ser
realizadas sem o uso de padrdes. Embora sua aplicacdo esteja tornando-se cada vez mais
comum, sd80 muito escassos os trabalhos que envolvem uma solugéo polimérica ramificada
e pouco divulgada o estudo através da técnica de espalhamento quanto a insercao de sais
metalicos nesta soluc&o.’®® Parte desta Tese destina-se ao estudo do comportamento
molecular da solucdo de amilopectina na presenca de diferentes sais metélicos, quanto a
sua forma e dimensdes, atraves da técnica de espalhamento de luz.

E uma técnica amplamente utilizada para o estudo de fluidos complexos, incluindo
solucdes de polimeros e biopolimeros, suspensdes coloidais, sistemas micelares e
nanoparticulas de uma forma geral.'® Esta potencialidade deve-se aos comprimentos de
correlagdo, ou mais propriamente as dimensdes, que a espectroscopia de espalhamento de
luz é capaz de determinar. Por tratar-se de uma metodologia que utiliza luz visivel como
fonte de energia e angulos de observacdo facilmente obtidos para deteccdo da luz
espalhada, pode-se dimensionar particulas em solugcéo ou suspensdo, com tamanhos entre 2

nm e 500 nm.%

Quando a luz incide sobre uma particula, ela pode ser desviada, absorvida
ou transmitida. Para as particulas que sdo grandes em comparagdo com o comprimento de
onda da luz emitida, ocorre a reflexdo, refragdo ou difracdo. Para as particulas menores ou
de mesmo tamanho do comprimento de onda incidente, ocorre o espalhamento de luz.*’

A luz é uma onda eletromagnética resultante da soma vetorial do campo elétrico e
campo magnético que se propagam pelo espago perpendicularmente entre si. Esta onda
pode exercer forcas elétrica e magnética em particulas carregadas e sobre dipolos

magnéticos.'%®

A interacdo da luz com as moléculas gera um campo elétrico que fornece
uma energia que estimula os movimentos dos elétrons. Desta forma, os elétrons excitados
comportam-se como dipolos oscilantes que emitem energia da forma da radiagdo para
retornar ao estado fundamental, ou seja, a luz é espalhada pela interacdo dos elétrons nas

moléculas com a radiacdo incidente e o campo elétrico oscilatério causa uma vibracao nos
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elétrons (devido ao movimento browniano) gerando dipolos oscilatorios, que reemitem a
radiacdo.’®® As frequéncias nas quais os elétrons oscilam estdo na faixa de 10™ a 10* Hz.
Estas frequéncias correspondem aquelas da luz com o comprimento de onda na regido
fotoquimica de 200 a 700 nm, ou seja, nas regides do ultravisivel e do visivel. Assim, com
a inducdo de um momento de dipolo com a acdo do campo elétrico, é produzida uma
radiacdo eletromagnética secundaria que € espalhada por uma molécula quando a mesma é
iluminada com a luz monocromatica. As moléculas em solucdo se movem em todas as
diregBes com igual probabilidade e apresentam velocidade continua de distribuigdo. O
fendmeno do espalhamento de luz &, por conseguinte, uma caracteristica da matéria.**°

A relacdo entre comprimento de onda da radiacdo eletromagnética incidente e o
tamanho do objeto que esta espalhando luz é estabelecida pelo vetor onda ¢g. A geometria

bésica do espalhamento (Figura 17) consiste no vetor de onda da radiagdo incidente sobre o

objeto (kT) e no vetor de onda da radiacdo espalhada pelo objeto observado (k:)

Figura 17: Geometria bésica de espalhamento onde a radiagéo incidente sobre o objeto consiste num vetor

onda (k,) e a radiago espalhada consistem num vetor de onda (k,) num angulo 6 em relagdo a radiagdo
incidente.

Assim o vetor de onda num experimento de espalhamento de luz é definido como:

gl = ke — K,

No experimento de espalhamento de luz, a amostra a ser analisada estd em uma
pequena célula de vidro, e esta é inserida em uma cuba, também de vidro, a qual esta
preenchida com um solvente com indice de refracdo similar ao do vidro (tolueno, ny=1,497
ou decalina, no= 1,469). Desta forma, eventuais reflexdes oriundas da parede da célula
porta-amostra sdo minimizadas. Fotos do equipamento e da cubeta utilizados séo

mostrados na Figura 18 e 19.
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Figura 19: Cubeta utilizada no equipamento Brookhaven para analises de espalhamento de luz.

Um feixe de luz (normalmente uma fonte de laser de He-Ne ou de Ar®, com
poténcia entre 15 e 100 mW, a depender do tipo de material que compde a particula em
analise) é incidido sobre a amostra e a pequena intensidade de luz espalhada é detectada
tipicamente por uma fotomultiplicadora, colocada horizontalmente a um angulo q em

relacéo ao feixe de radiacdo incidente, como esta esquematizado na Figura 21.'%
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Feixe incidente

Ki

Liquido corretor de
indice de refraglo

Amostra

Cuba de espalhamento

Feixe nao espalhado

Figura 20: Vista aérea da geometria basica de um experimento de espalhamento de luz. (Fonte: Autor)

A radiacdo incidente na amostra apresenta um vetor de onda (E) paralelo a direcéo

de propagacdo, com magnitude de 2z/4o (Ao € 0 comprimento de onda da luz incidente). A

frequéncia do vetor de onda da luz espalhada (E) ¢ igual ou muito proxima a da radiacéo
incidente. Essa radiacdo espalhada corresponde ao que se conhece por espalhamento
Rayleigh, desde que a dimensdo da particula sob analise seja bem menor do que Ao.

Uma vez definidos os vetores Fl e k_,; pode-se definir o parametro conhecido como
vetor de espalhamento ¢. Deve-se levar em conta o angulo de espalhamento (0) e o indice
de refracdo do solvente onde as particulas estdo imersas (ng), uma vez que este muda o
comprimento de onda da luz incidente comparado com o valor no ar. O vetor de
espalhamento no espalhamento de luz é entdo definido entdo pela seguinte relacdo

11

(Equacdo 14):

, — 4

= sen Equagdo 14

O vetor de espalhamento (q) é uma variavel importante, pois esta diretamente
relacionada com as dimensfes do objeto observado. Ele permite a observacdo dos objetos

com maior ou menor nitidez, dependendo da sua magnitude. Quanto menor o valor de
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(menor angulo de observacdo), menor a magnitude da estrutura observada e, portanto,

112

menor a resolucdo. A figura 21 mostra esta relacdo, onde L (dimensdo do objeto) € a

maior por¢do do objeto observavel, que pode ser, por exemplo, uma macromolécula.

gL>1

gL<1

Figura 21: Relagéo, de L com g, onde L é a maior por¢do da macromolécula. (Fonte: Autor)

Em relacdo aos parametros dimensionais das estruturas que podem ser observadas
por técnicas de espalhamento, deve-se considerar a relacdo inversa entre o vetor de onda
(¢) e a dimensdo do objeto (L). Na condicdo de gL > 1 a radiacdo espalhada contém
informacdes sobre os segmentos internos da macromolécula. Ja na condicdo de gL < 1, a
radiacdo espalhada contém informacGes sobre a regido do espago maior que uma molécula.
Em condigcbes especiais gL <« 1, podemos obter informacfes de varias moléculas,
agregados e conjuntos de moléculas. O vetor de onda (g) pode ser modificado pela
mudanca do angulo de observacdo, pela mudanca do indice de refracdo da solucdo ou
comprimento de onda do feixe de luz usado.

Em uma definicdo ampla, o espalhamento de luz (LS) poderia ser agrupado como
inelastico (por exemplo, de Raman, fluorescéncia e fosforescéncia) e elastico (sem
absorcdo de luz). No entanto, em ciéncia de polimeros e coldides, o LS é normalmente

referido em termos de medicdes estaticas (elastica) '*

ou dindmico (quase-elastica) ou
ambos.

O espalhamento de luz estatico (SLS) é um método que mede a intensidade média
de luz espalhada por uma solucdo permitindo obter os parametros moleculares, sendo
amplamente utilizado para caracterizar tanto uma macromolécula sintética ou natural. Por
outro lado, as medidas de espalhamento de luz dindmico (DSL) interpretam as pequenas
flutuacbes da intensidade do espalhamento em funcdo do tempo dos locais de

polarizabilidade geradas pela difusdo Browniana do sistema, que permite obter
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informaces sobre o coeficiente de difusdo destas particulas no meio. A visibilidade dos
objetos de espalhamento (macromoléculas ou particulas coloidais) no DSL depende da
diferenca do indice de refracdo (An) entre o objeto de espalhamento e a dispersdo média.
Quando grandes modificacbes na frequéncia da luz espalhada sdo analisadas, temos as
técnicas de Brillounin e de Bragg, por exemplo, conhecidas como formas de Espalhamento

Inelastico. 110 113

3.4.1. Espalhamento de Luz Estatico (SLS)

O espalhamento de luz estatico (SLS) também é chamado de classico ou
espalhamento de luz Rayleigh e ¢ um dos métodos mais utilizados para a caracterizacéo de
polimeros em solucdo. No SLS considera-se apenas a quantidade média da luz espalhada
em uma determinada direcdo, sem levar em conta a modificacdo na distribuicdo de
freqliéncias. Nele é medido o excesso de intensidade da luz espalhada por uma solucéo
comparada ao solvente puro.***

Sendo conhecido o incremento do indice de refracdo (dn/dc) da solucdo polimero-

solvente, um Unico experimento pode fornecer a massa molecular ponderal média (MW), 0
raio de giro, também conhecido como raio de giracdo (Ry) e o segundo coeficiente virial
(A2). Também ¢é possivel determinar a chamada dimensdo fractal (df) de uma espécie em
solucdo, se for de interesse, como sera apresentado nesta Tese. Se 0 raio do novelo
polimérico for maior que A/20, onde A € 0 comprimento de onda da luz incidente é possivel

obter-se uma medida do tamanho da cadeia, isto €, o raio de giro (Ry).

Os parametros MW, A, e Ry séo propriedades estaticas da macromolécula solvatada,
ou seja, ndo dependem do movimento Browniano entre os segmentos da cadeia e solvente.
E muito importante que as amostras estejam livres de qualquer poeira, garantindo assim
que toda luz espalhada seja proveniente das moléculas em solucdo e ndo de corpos
estranhos, tornando os resultados falsos.

A teoria do espalhamento de luz para liquidos puros e solu¢Ges de macromoléculas
é usualmente chamada de teoria das flutuacdes.****** De acordo com esta teoria, a luz
espalhada surge da flutuacdo da polarizabilidade o do meio espalhante. Em fluidos
simples, pequenas flutuacdes na polarizabilidade surgem da flutuacdo na pressdo ou na
temperatura o0 que causa um espalhamento pequeno. Para solucdes poliméricas o principal

efeito causador é a flutuacdo na concentracdo, como para a avaliagdo do excesso de
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intensidade espalhada, a intensidade do espalhamento do solvente é subtraida, as condi¢des
da presséo e da temperatura sdo eliminadas.*'®
Escrevendo a mudanca na polarizabilidade do meio como uma mudanca no indice

de refracéo (7o), temos que:

. -1

L . (Z_)z (Z_‘(‘.),,,,, Equagdo 15

Iy

Onde Iy € a intensidade em excesso da luz espalhada, | (solucac) — | (solvente), lo @

intensidade primaria, dn/dc o incremento do indice de refracdo (contraste) e ou / Joc € a

flutuacdo local do potencial quimico com a concentracdo. Desde que (Ju / op)tp = (ou /
oC)tp , € aplicando a expansdo virial da pressdo osmatica, obtemos:

2
2= (%) (M1 + 2450+ 345+ )" Equacao 16
0 (4

A expansdo da equacdo 16 pode ser expressa de uma forma mais conveniente. A
equacdo 17 de Rayleigh/Debye/Gans™’ acrescenta pardmetros a equacdo de Rayleigh e
pode ser descrita para uma solucdo ndo ideal para particulas grandes ou e a equagdo 18

para uma solucao ideal, **’

k=1 y24,c +345cF ... Equacéo 17
Ry M,

L= (2 +245c) P(O) Equacdo 18

Onde K € a constante oOptica, ¢ é a concentracdo, Ry é a razdo de Rayleigh, M, € a
média ponderal das massas moleculares em peso, A, é o segundo coeficiente de virial, Az é
o terceiro coeficiente de virial e P(6) é o fator de forma ou fator de espalhamento referente
ao angulo de analise do polimero.

O fator K varia de acordo com cada equipamento € uma constante associada ao
contraste Gtico entre particulas e solvente. Este fator estd relacionado ao incremento do
indice de refracdo da solugdo com relagdo a concentracdo (c) de amostra (dn/dc), conforme

a equacdo 19:

d,

K = 4 n?n? (,1

) /Naad Equacio 19

40



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Onde n, é o indice de refracdo do solvente, dn/dc corresponde ao incremento do
indice de refracdo da amostra em funcao da variacdo da concentracdo, Na € 0 numero de
Avogadro, 4o 0 comprimento de onda do laser e Ry é a razdo de Rayleigh: %> 18

2,

Ry = —————
0 ™ I,(1+ cos?0)

Equacéo 20

Onde r é a distancia entre o detector e o0 volume de espalhamento.

A equacdo 19 encontra-se normalizada pelo nimero de Avogadro, Na. Usualmente,
dn/dc é determinado por meio de um refratbmetro diferencial, utilizando-se uma série de
solucdes com concentragdes crescentes. Graficando-se 4n (diferenca do indice de refracdo
do solvente puro e de cada solugdo medida) contra ¢ (a concentracdo das solugdes
utilizadas em g.mL™), gera-se uma linha reta, da qual o coeficiente angular corresponde ao
valor estimado de dn/dc. O valor de dn/dc é entdo dimensionado em mL.g™.*%

Como o valor absoluto da intensidade primaria (incidente) é dificil de determinar, o
equipamento de espalhamento de luz é calibrado em relagdo a um padrdo com
espalhamento conhecido (usualmente benzeno e tolueno). A razdo de Rayleigh é entdo
descrita como:

R = (#) I4ps (padrao) Equacdo 21

Iyadrio

Onde |5 (padréo) é encontrado na literatura.

Os coeficientes viriais (A, e Asz) descrevem o afastamento da equacdo limite
(equacdo 17) causado pelas interaces intermoleculares a concentracdo finita. O terceiro
coeficiente virial, por ser muito pequeno, pode ser desprezado, dependendo do gréafico a ser
analisado.

O segundo coeficiente virial (A;) corresponde a uma funcdo complexa de
temperatura, pressdo e outros pardmetros do sistema polimero-solvente e classifica a
interacdo desse sistema. Tem sido calculado com base na densidade média do segmento em

torno do seu centro de massa.'®®

As aproximacdes de Flory'?® e Tanford™® baseadas na
probabilidade de cadeias localizadas em volumes ndo ocupados da solucdo que a
conduzem.

A, = Jak Equagéo 22

2M?
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Onde M é a massa molar do soluto e x é o parametro que descreve o volume excluido.

O volume excluido pela particula depende da forma ou conformacdo da cadeia
solvatada e pode ser expresso em termos de uma geometria regular. O volume de uma

esfera (V) é definido como:

Ve == TR3 i Equacéo 23

Onde R¢ € o raio da esfera. A adicdo de uma segunda particula ao mesmo volume
da solucdo contribui com a primeira, mas pode somente se aproximar a uma distancia 2R

da primeira. O volume excluido pode ser escrito como:

u= 32 7R3 Equacéo 24

E o segundo coeficiente virial para uma particula esférica é reescrito pela relacao:

16mR3N,

Ay = -
2 3m?

Equacdo 25

O que indica que o parametro A, pode ser usado para estimar um tamanho médio de
particula.

Entdo o A, pode como consequéncia ser descrito em termos das forgas entre
solvente e a cadeia polimérica, ou seja, interacdes polimero-polimero e polimero-solvente,
sendo considerado como uma medida da n&o-idealidade no comportamento de uma
solucdo ou suspensdo. Quando numa solucdo polimérica a entropia da mistura compensa as
forcas repulsivas polimero-solvente e as forgas de atracdo polimero-polimero, A, tende a
assumir um valor muito proximo de zero (A,~0). Isso acontece, por exemplo, para
polimeros em solucdo em um solvente denominado solvente teta. Neste caso as dimensdes
de cadeia sdo somente dependentes dos comprimentos de ligacdo e angulos de ligacdo da
macromolécula. Um bom solvente por outro lado, estende o novelo, as cadeias poliméricas
(Figura 22). Esta interacdo favoravel polimero-solvente é evidenciada por um valor
positivo de A,. Enquanto que A, negativo indica que as interacGes polimero-polimero sdo
maiores do que as interacfes polimero-solvente, onde as cadeias podem colapsar
intermolecularmente e ou intramolecularmente, neste caso o solvente utilizado € um mau

solvente (solvente pobre) para a macromolécula.*®
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Figura 22: Esquematizacdo do polimero em um bom solvente (A) e em mal solvente (B).

No caso de suspensdes de nanoparticulas poliméricas, espera-se um valor de A
pequeno ou negativo, pois as particulas foram estabilizadas por meio da adicdo de um
tensoativo e, portanto, a afinidade pelo solvente deve estar diminuida. O segundo
coeficiente virial (A,) obtido através de medidas de espalhamento de luz apresentam uma
boa concordancia com os valores de A, obtidos por intermédio de medidas osmaticas.*®

Como ja dicutido anteriormente, na dispersao de luz estatica, mede-se o excesso de
intensidade de luz espalhada por uma solucdo comparada a intensidade de luz espalhada
pelo solvente puro, sem levar em conta a modificacdo na distribuicdo de frequéncias. A
intensidade absoluta da luz dispersa é detectada em diferentes angulos de espalhamento, e
a massa molar e o raio, é calculado a partir dessa informacdo. Fazendo uma relacdo da
massa molar e do raio, pode-se ter a ideia da conformacéo, uma informacdao adicional sobre
a forma e a estrutura da molécula.

A equacdo 18 representa a relacdo béasica para a determinacdo da massa molar
através da técnica de espalhamento de luz. Para sistemas polidispersos, a massa molar

ponderal média deve ser levada em consideracao, tem-se entao:

% = Ic;M, Equacéo 26

E dividindo ambos os lados da equag&o acima por ¢ = Xc; obtém-se:

Ry _ XciM; _

K= ae M, Equacéo 27

A equacdo 27 corresponde a uma solucédo diluida ideal, em que ndo ha dependéncia

angular, podendo ser escrita de outra maneira:

kc

1
Ry MW

Equacéo 28
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Para macromoléculas, a razdo de Rayleigh depende do vetor de espalhamento (g).
Esta dependéncia é devido ao fato de que diferentes pontos espalhantes da solucdo geram
ondas secundérias de diferentes fases. Em uma solucdo diluida de uma macromolécula,
estas ondas secundarias originarias de diferentes por¢cdes da molécula sdo coerentes, pois
elas sdo induzidas pela mesma fonte primaria de radiacdo. No entanto, elas podem produzir
o fendmeno de interferéncia e, dependendo do angulo de observacdo teremos uma

interferéncia mais ou menos completa. Esta situacdo é mostrada na Figura 23.

Chrrda
Prinuiria

i

Radiacdo

. espalhada
i Rﬂdfﬂgﬂﬁ P{_jr (_}r
/ espathada
por g,

Figura 23: Perda da intensidade da luz espalhada como conseqiiéncia da interferéncia intramolecular.*?

A molécula espalhante pode ser dividida em pequenos elementos de volume, nos
quais escrevemos Pj e Pj. O plano 0 é perpendicular a direcéo de propagacdo da radiacéo
primaria. A diferenca de fase de radiacdo primaria em relacao aos elementos espalhantes P;
e P;j depende do angulo de observacdo. Aumentando-se o angulo de observacéo (6)
aumenta-se também a diferenca de caminho entre os elementos espalhantes com uma
diminuicdo da intensidade espalhada, devido a interferéncia. Este aumento da diferenca de
caminho entre o plano 0 e os planos A e B, situados perpendicularmente aos feixes de luz
121

espalhada.

Esta interferéncia é descrita pelo fator de estrutura estatico:

S(@) = D (exp(iq 1)) Equagio 29
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Onde x representa 0 numero de pontos espalhantes no volume de espalhamento, e

7;j = 7; — 7; , 0 vetor distancia entre dois elementos espalhantes i e j. No limite de uma

diluicdo infinita, Error! Bookmark not defined. S(g) se reduz a interferéncia puramente

intramolecular, P(g) conhecido como fator forma:

> S(q 1 - ~
P(q) = % = Nz Z%\IZ}\I(exp(lq rij)) Equagdo 30

Onde N é o nimero de elementos espalhantes por moléculas.

Inserindo P(qG) na equagdo 17 temos entdo para sistemas polidispersos:

Kc 1

Re = Tiopg T 2426 +345c + Equacéo 31
Onde P,(q) é definido como:
P,(§)= ZnMLi@ Equagdo 32

Im;M,;

m; € a fracdo massica da particula i com a massa molar M;. O fator forma P(q)
depende da geometria das particulas espalhantes. Em relacdo a pequenos valores ¢, P(q)

pode ser expandido da seguinte maneira:

P, (@)= 1- % G* <R} >, +- Equagéo 33

O raio de giro (Ry) refere-se a distancia de rotagdo em torno de um eixo fixo no
espaco, no qual toda a massa de um objeto pode ser concentrada, para se obter 0 mesmo
momento de inércia, ou seja, € definido como a média quadréatica de todos os segmento do

polimero em relagdo ao seu centro de massa, como mostra a Figura 24.

Dessa forma, qualquer objeto tem um numero infinito de raios de giro, pois ha um
nimero infinito de eixos correspondentes.’® ' No exemplo de uma molécula esférica, o
eixo passa pelo seu centro de gravidade e o raio de giro estipula o tamanho da cadeia

polimérica.
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eixo fixo

Figura 24: Representacdo das dimensdes de uma particula do tipo polimérica.

O raio de giro (Rg) pode ser determinado através da intensidade ou excesso da luz
espalhada através de diferentes graficos dependo do tipo de molécula a ser estudada, como

ilustra o fluxograma abaixo (Figura 25).

Raio de giro ou raio de

giracao (R,)

Grafico de Dissimetria
Guinier angular

Grafico de Grafico de
Zimm Berry

Figura 25: Fluxograma para os diferentes graficos que determinam o raio de giro ou giragéo (Ry).

Assim, o0 SLS classico envolve a medida da razdo de Rayleigh da solug¢do contendo
as particulas espalhantes como uma funcdo de € e da concentracdo de material na solucédo
ou suspensdo. A analise dos dados obtidos é comumente feita usando-se o formalismo de
Zimm para solucdes diluidas. Este modelo sugere que a intensidade de luz espalhada por
um determinado objeto (Ro) esté relacionada com as propriedades macromoleculares da
forma, conforme mostra a Equacéo 34:

K, 16m% 0 R% sen? (g) 1 .
=1t (M—W+ 24z¢) Equacéo 34

A Equacdo 34 é a base do grafico de Zimm."” Em baixas concentracdes e

considerando que o vetor de espalhamento (g) ja descrito na equacédo 15 (G = % sen g)
0
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e que g% < S? > < 1, a equacgdo de Rayleigh modificada pode ser escrita como uma
populacdo de polimeros polidispersa, através da equacao 35:

Kc

1 q*< §? >z)
Rq M, 3

+ (1 + + 24, Equacéo 35

Esta equacdo permite determinar o quadrado da soma das médias sobre as
distancias intramoleculares do centro de massa da particula <$%>,.?® A equacdo basica do
espalhamento de luz confere a relagdo entre a intensidade de espalhamento e propriedades
fisicas da molécula. A deducdo grafica de Zimm ou Debye'®, entre K./Ry e sen?(8/2)
extrapolada ao angulo zero e a concentragdo zero, permite obter os parametros Ry, Az € My,
Para construir-se um grafico de Zimm necessita-se preparar pelo menos quatro
concentracdes diferentes de soluto, nas quais 0 Ry € determinado em diversos angulos
(normalmente entre 30° e 150°). A Figura 26 exibe um exemplo de grafico de Zimm, com
K./Rg em funcdo do sen’(6/2), em que os pontos que constituem as linhas horizontais
correspondem a concentracao e os pontos formadores das linhas verticais correspondem ao
angulo 6. Para a determinacdo dos parametros fisicos gerados pelo grafico de Zimm
necessita-se conhecer previamente o valor de dn/dc, para o sistema em estudo, determinado
com o mesmo comprimento de onda da radiacdo incidente que se vai utilizar no

experimento.

2.0
c=1.0

_ m 6=135"
o a 6=120°
g
o . 6=00°
. 8=60"
o .
(;3 ;| p=45

0.4

L)
0 2 4 6 8 10
sen” (6/2) + kc

Figura 26: Exemplo de um modelo do gréfico de Zimm (obtido para amilose dissolvida em solu¢do aquosa
alcalina). A concentracéo de polimero esté expressa em mg mL ™%
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Em muitos casos, para polimeros ramificados, o valor de ¢ comeca baixo e
extrapolagdo ao angulo zero torna-se muito dificil. Nestes casos, usa-se frequentemente a
aplicacéo do grafico de Berry, onde a /K./R, é plotada contra q* + K,. Este grafico ¢
sugerido por Berry*® para polimeros em bons solventes, onde a dependéncia da
concentracdo j& ndo € linear, mas também é afetada pelo terceiro coeficiente virial (43).
Para uma grande medida o A; é determinado pelo A,; para esferas rigidas mostradas

estatisticamente termodinamicamente.

A3M = 5/g (A,M)? Equacio 36

Stockmayer et al'?’

perceberam que para um novelo flexivel este fator varia que
acordo com a expansdo do novelo e pode ser usado como uma boa aproximacdo ficando

ainda a equacdo generalizada em*®

AsM = g(A,M)? Equacdo 37

Seg= 4/3, depois (1 + 24, M + 34;M?) torna-se (1 + A,M,)? e a equacéo para

o0 espalhamento de luz pode ser escrita:

Kc

2 x
Ry MLJr [1/Msz(q)] (1+ A;Myo) EquagZo 38

a

O que d& uma linha reta se (KC/Rq)l/z é plotado. Para moléculas na forma de
estrelas descobriu-se que também a dependéncia angular torna-se uma linha reta.

Para 0 modelo de cadeia ramificada regularmente funcional, o gréfico de Berry
(Figura 27) mostra-se para moléculas na forma de estrelas, porém para polimeros com
maiores ramificacBes ndo é possivel fazer uma aproximagdo para um comportamento
quadratico. Em elevadas ramificagdes, podemos esperar que o perfil de densidade de um
dos segmentos se aproxime de uma esfera com duas diferencas essenciais, a primeira sao
as cadeias exteriores oscilando em torno da cadeia principal e a segunda, sdo cadeias
flexiveis e ndo rigidas. Sendo assim, a cadeia polimérica é considerada como uma cadeia

“macia”.lzs
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Figura 27: Exemplo de um modelo do grafico de Berry do espalhamento de luz para amilopectina extraida
do amido de milho em 90% DMSO/H,0.*?°

Na aproximacdo de Guinier, a curva de espalhamento é aproximado a uma funcéao
exponencial, de onde construiu-se o grafico de: In (R;sen8) vs. G°, dando uma relagio néo

totalmente linear que resumidamente apresenta-se como:

2
In(Rgsend) = — R,—;’ q* Equagéo 39

Determinando 0 Ry de uma solucdo contendo particulas espalhantes em uma
determinada regido de angulos e graficando os valores obtidos contra g?, obtém-se uma
equacdo linear com coeficiente angular igual a — R7/3. Uma vez que a intensidade de
espalhamento de luz é proporcional ao volume de espalhamento, faz-se necessaria uma
correcdo de geometria, por meio da introducdo do fator sen 6 e multiplicando os valores de
Ry determinados para cada angulo. No intuito de se detectar o espalhamento de um simples
objeto, é necessario que o sistema esteja 0 mais diluido possivel. A equagdo apresenta uma
série de limitacdes, mas normalmente gera resultados satisfatorios para particulas de
qualquer forma, desde que satisfeita a relacdo ¢.Ry << 1. Desta forma, podem-se
determinar diametros de particulas entre 50 nm e 350 nm. Normalmente, a relacdo In

(Rgsend) vs. c72 ndo é totalmente linear. Neste caso, utilliza-se a regido de angulos baixos

para a determinacdo de Ry, onde o comportamento linear € normalmente é observado. A
estratégia experimental consiste em se obter um grande nimero de pontos na regido de
angulos mais baixos possfveis de serem acessados experimentalmente.*®

O grafico de Guinier é bastante utilizado para ajustar a curva experimental SAXS

a uma funcdo exponencial para valores pequenos de g. Outra relacdo fundamental a ser
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satisfeita é o que se chama lei de Porod, fundamentada em que para valores grandes de g, a
intensidade de espalhamento 1(§) e muito pequeno com tendéncia assintética.™*
Outra forma de se obter o Ry de particulas em suspenséo é através do método da

dissimetria angular,**

1(6)
1(180°- 0)

ds(6) = Equacéo 40

Onde 1(8) é a intensidade de espalhamento de luz no angulo de observacgéo e 1(180° — ) é a
intensidade de espalhamento de luz em angulos complementares, ou seja, o angulo de 180°
é subtraido da intensidade de luz espalhada no angulo de observacdo. Neste caso, a razdo
das intensidades monitoradas em angulos complementares esta relacionada com o Ry da
particula pela seguinte relacao:

Ro_ 14 (@)2 (R—Z’) cos 0 Equagcéo 41

R1go-0 4o 3

As razbes de Rayleigh sdo entdo determinadas em angulos complementares,
relacionadas e graficadas contra cos(6). Este procedimento gera uma reta com coeficiente
linear ~1 e o valor de Ry € determinado usando-se o valor do coeficiente angular. Esta

relagio € vélida somente se q-Ry < 1.9

Para a determinacdo da dimensdo fractal (df) de uma particula, quando esta
informacdo € de interesse devido as condigdes de preparacdo da amostra (por exemplo:
agregacdo, polimerizagdo em emulséo ou processo sol-gel em solucédo), considera-se que a
massa M de uma particula esta escalonada relativamente a sua dimenséo R (raio) de acordo

com a Equacéo 42.

M(R) ~ R% Equacéo 42

Se no regime experimental utilizado a relacdo q > R;' for observada, a

intensidade de luz espalhada por uma particula fractal sera dada pela Equacéo 43.

I(q9) ~ ¢ OU log I(q) = —df logq Equacdo 43
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Portanto, construindo-se um grafico da intensidade na forma logaritmica vs. log q,
pode-se assumir que a declividade desta curva, ou seu coeficiente angular, corresponde ao

valor procurado de di. A Tabela I representada mostra valores de df para topologias tipicas.

Tabela I: Valores de df para particulas com topologias tipicas.

Topologia ds
Cilindros e bastbes 1
Novelo aleatorio ideal 2
Objetos 2D com superficie lisa 2
Objetos 2D com superficie fractal 1-2
Objetos 3D com superficie lisa 3
Objetos 3D com superficie fractal 2-3

3.4.2. Espalhamento de Luz Dinamico (DSL)

O espalhamento de luz dindmico (DSL) *© 1413

mede as flutuacgdes na intensidade
de luz espalhada, as quais tém origem nas modificagdes locais do indice de refracdo da
solucdo, como resultado de processos de difusdo translacional e/ou relaxagdes internas das
cadeias poliméricas em solugdo. Também pode ser encontrado na literatura com o0 nome de
espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS) ou espalhamento de luz quase elastico
(QELS).M?

A técnica consiste em medir as flutuagbes temporais na intensidade de luz
espalhada devido a flutuacbes de concentracdo e densidade na amostra causada pelo
movimento Browniano das particulas. O nimero de fétons que entra no detector é gravado
e analisado por meio de um correlador digital. O sinal da radiagdo é assim adquirido na

forma de uma funcdo de correlagéo temporal.

g2(t) = limg_,

(O @+ ode’ Equacio 44
T 70

O subscrito “2” na equagao (44) indica uma fung¢ado de correlacdo de segunda ordem
que envolve medidas de intensidade de luz, as quais sdo proporcionais ao quadrado do
campo elétrico. A funcdo g(t) pode ser relacionada com a funcao de correlacdo do campo

elétrico através da relagdo de Siegert:

92(8) = 1+ Blg1(®I? Equagcio 45
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Onde B é um parametro instrumental, que significa o fator de coeréncia 6ptica, um
parametro que depende da Optica de detecgdo. A equacdo (45) somente € valida para
concentragBes finitas, particulas ndo-interativas entre si e sistemas ergddicos (que
apresentam as mesmas propriedades espalhantes em todas as direcfes espaciais).

Em muitos casos, gi(t) é relacionada com uma funcgédo exponencial simples:

g1(t) = eIt Equacao 46

Onde I" é a taxa de decaimento da funcdo e fisicamente esta relacionada com a
frequéncia de relaxacdo do movimento dindmico da particula em observacdo. Entretanto,
sistemas de objetos espalhantes reais sempre apresentam certa polidispersdo de tamanho
em torno de um valor médio, conhecido como indice de polidispersdo. Para analise de
sistemas particulados com essas caracteristicas, um método facilmente disponivel para o
tratamento das fungdes de correlacdo é o método dos cumulantes, representado através de

um polindmio.

91 = AeT (1+ Zppt? + ) Equacéo 47

Na equacao (47), “A” corresponde a amplitude da distribui¢ao (linha de base), I" é a
frequéncia de relaxacdo media e u, € denominado segundo cumulante ou segundo
momento, e corresponde & uma expectativa de ocorréncia. Geralmente, o método é
disponivel acompanhando os softwares de aquisicdo de dados. Este método €
particularmente interessante no estudo de sistemas coloidais porque a distribuicdo de
tamanho das particulas pode ser estimada utilizando-se o segundo cumulante, medindo-se
assim a largura da distribuicdo de tamanhos (assumindo esta ser modomodal). O resultado
é um indice de polidisperséo (PD.I).

_ M (My/M\— 1)
(PD.I) = & ~ L

Equacéo 48

O método é empregado para sistemas com PD.I < 0.3. Se este ndo é o caso,
métodos ndo-lineares de analises precisam ser usados e as fungdes de correlacdo séo
classicamente tratadas aplicando-se a operacdo matematica denominada transformada

inversa de Laplace:

g, () — 1= B[f A(r)e"¥Ddx]? Equagcéo 49
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Através de métodos matematicos de analise da Equacdo Através de métodos
matematicos de analise da Equacdo 49 é determinada a frequéncia de relaxacdo I' . Nas
analises mais comuns tem sido empregados os métodos dos cumulantes*®* e da inversdo da

135, 136

integral de Laplace , sendo este Gltimo mais elaborado que os cumulantes e bastante

utilizado através de histograma pela amostragem exponencial, o através do programa
computacional Contin. 3 137139

O resultado desta transformacao A(t) € uma distribuicdo de tempos de relaxacao
que pode consistir de um pico ou de varios picos, correspondendo a presenca de uma Unica
populacdo de particulas ou a diferentes populagdes de particulas em uma mesma amostra,

respectivamente (I = 7%). A figura 28 ilustra uma funcéo de correlagéo e o resultado de sua

analise.
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Figura 28: Funcdo de correlagdo temporal obtida para a amostra de gliadina em &gua & 25 °C.**°
Com o valor de I', pode-se determinar quantitativamente o coeficiente de difuséo

aparente (D4p) da particula por meio da relagdo com o vetor de espalhamento ().

Equacéo 50

=
Il

Onde I' corresponde a meia largura a meia altura da curva de distribuicdo de frequéncias.

A partir do valor de coeficiente de difusdo, € possivel o célculo do valor do raio
hidrodindmico Ry, da particula espalhante, desde que se conheca a viscosidade do solvente

() a uma dada temperatura (T). O valor do Ry, corresponde a um valor hipotético para uma
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esfera rigida que difunde com a mesma velocidade da particula que esta sendo estudada
pelo Espalhamento de Luz Dindmico. Entretanto, muitas macromoléculas e também muitas
particulas, ndo sao esferas rigidas, pois possuem uma dindmica interna com movimentos
entre as cadeias que podem estender ou contrair com a difuséo, por exemplo.
Macromoléculas e particulas também sdo solvatadas, ou seja, possuem certa
interacdo com o0 meio solvente, sendo que uma porcdo deste Ultimo pode difundir
juntamente com a particula. Sendo assim, 0 Ry, representa o raio médio de uma particula
dentro da sua dindmica de difusdo, considerando a camada de solvatacdo. Em comparacgéo
com o0 Ry, 0 mesmo pode ser maior ou menor, dependendo das caracteristicas estruturais e
de interacdo das particulas com o solvente ou liquido em suspensdo. A representacdo na
Figura 29 procura ilustrar as diferencas entre Ry e Ry, relativos a um novelo polimérico em

solucéo.

Figura 29: Comparagdo entre raio de giro (Rg) e raio hidrodindmico (Rn)para duas cadeias poliméricas
isoladas (linhas continuas) representando uma cadeia tipo novelo (esquerda) e uma cadeia extendida (direita).

O tamanho geométrico da mesma particula, que pode ser acessado por técnicas
microscépicas é devido a este fato, geralmente um pouco menor que o valor de Ry. Na
equacdo 51, de Stokes-Einstein, kg é a constante de Boltzmann (1,38 x 102 J K.

_ _kgT
h GrnD

Equacéo 51

Para sistemas monodispersos, a medida do coeficiente de difusdo somente no
angulo de observacdo de 90° gera valores de R, bastante confiaveis. Para amostras
polidispersas, que é o caso da maioria das nanoparticulas ou polimeros, faz-se necessario o

monitoramento das funcdes de correlacdo em diferentes angulos e o coeficiente de difuséo
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é obtido através da inclinagdo de I' vs. g°>. Quando ainda a intencdo é eliminar os efeitos da

concentracdo no célculo de Ry, calcula-se o coeficiente de difusdo através da inclinacdo de

I' vs. g° para uma série de concentragdes. Assim, construindo-se o gréafico de D, em funcéo

da concentracdo c e extrapolando a reta resultante & concentracdo zero, chega-se a

determinacéo do coeficiente de difusdo a diluicao infinita (Do) através da Equacdo (52).

D.= D, (1+ kyec) Equagdo 52

A relagdo entre o Ry obtido pelo Espalhamento de luz Estatico (SLS) e do Ry, obtido

pelo Espalhamento de Luz Dindmico (DSL) fornece o parametro sensitivo a forma, p,

dado através da Equacéo 53.

R
p= E& Equagdo 53
h

O valor deste parametro adimensional conduz a uma importante indicacdo da
topologia da particula espalhante, ou seja, da conformacdo da cadeia. Um amplo estudo

relacionando valores de p com a estruturagdo de polimeros em solucdo foi desenvolvido

por Burchard.*** Assim, uma classificagdo do tipo de cadeia polimérica em solucéo tem se
estabelecido em funcdo de diferentes valores de p . A Tabela Il mostra os valores de p

calculados teoricamente para as topologias mais importantes: ‘%

Tabela I1: Valores de p para particulas com topologias tipicas.'®

Topologia p
Esfera rigida homogénea 0,774
Novelo aleatdério monodisperso

condicdo teta 1,504
bom solvente 1,78
Esfera oca 1,0
Microgel 0,3-0,5
Bastdo rigido > 2
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3.4.3. Espalhamento de Luz Simultaneo de Amostra Multipla (SMSLS)

A técnica de Espalhamento de Luz Simultdneo de Amostra Multipla (SMSLS) é
uma valiosa ferramenta utilizada para monitorar a evolugdo molecular de amostras
maltiplas, em tempo real, por meio de Espalhamento de Luz Estatico (SLS). O SMSLS
pode monitorar simultaneamente a estabilidade de um ndmero ilimitado de amostras
independentes por horas, dias, meses, tudo sob o controle de um Unico instrumento e um
Unico computador, e sem qualquer intervencao humana significativa.

Em relagcdo as técnicas que envolvem multiplos canais e leitores de placas, tais
como medi¢Oes de raios ultravioletas, dispersdo dinamica de luz e outras abordagens, sdo
extremamente onerosas, requerendo tempo, disponibilidade e conhecimento amplo dos
equipamentos, além de serem instrumentos caros e pouco adequados para a medicdo direta
da estabilidade.'*

O SMSLS envolve anédlises simultaneas independente do tempo e totalmente
dependente da intensidade de espalhamento de luz, a partir de tantas amostras
independentes, conforme a intencdo da pesquisa. Este tipo de dispersdo de luz €
extremamente sensivel a nivelar as menores mudancas no peso molecular, como por
exemplo, de proteinas terapéuticas, tais como agregacdo, degradagdo, desnaturacao,
dimerizagéo, separacdo de fases, entre outros. A menor alteracdo na estabilidade de cada
amostra é constantemente monitorada e detectada. SMSLS combina precisdo, sensibilidade
e velocidade de rastreio de alto rendimento para as industrias farmacéuticas e de
polimeros.'*

Esta técnica tem sido desenvolvida e implementada pelo grupo de investigacdo do
professor diretor e fundador da PolyRCM o Dr. Wayne F. Reed e Diretor de
instrumentacdo Mike F. Drenski h& mais de 10 anos, para quantificar a degradacao,
agregacao e a estabilidade das amostras que sdo submetidas a varios estimulos, como sal,
acido, temperatura, entre outros e monitorar a estabilidade de solucdes.

SMSLS € visto como uma oportunidade para as indlstrias farmacéuticas e de
biopolimeros para aumentar radicalmente a precisdo, simplicidade e rendimento com o
qual eles podem medir a estabilidade das solucGes. Proteinas e muitos outros polimeros
naturais e sintéticos em solucgdo sdo frequentemente bastante instaveis e uma méa avaliacéo
durante as andlises pode levar a consequéncias graves em aplicacBes importantes, tais

como na distribuicdo de medicamentos e desempenho do polimero em muitas aplicacGes
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biomédicas. Testes no SMSLS podem ajudar a certificar-se que os polimeros sdo seguros

para aplicabilidade no consumo humano.

3.4.3.1 O equipamento SMSLS

O equipamento SMSLS utilizado neste trabalho pode acomodar oito amostras
independentes. O equipamento SMSLS fica dentro de uma caixa grande de metal. Dentro
desta caixa ha oito blocos de aluminio onde a temperatura € controlada de forma
independente e a amostra é colocada para 0 monitoramento por SLS. Todas as amostras
séo totalmente independentes umas das outras, sendo que existe um laser individual e um
controlador de temperatura para cada amostra no bloco. Os blocos com as amostras sdo
contados da esquerda para a direita, e de frente para tras e, em seguida, como 1-4 e 5-8.
Visto na parte da frente da caixa existem oito interruptores, um para cada laser. Ha também
dois controladores de temperatura em zonas multiplas, a esquerda e direita. O controlador
da esquerda é para os titulares de amostras 1-4 e o controlador da direita é para os titulares

de amostras 5-8 (Figura 30).

Figura 30: Descricéo fisica do equipamento SMSLS.

Em principio, ndo existe limite para o nimero de amostras que podem ser
incorporados neste equipamento, embora o limite de deteccdo por matriz linear é de cerca
de 50 amostras.'*®

O dispositivo pode utilizar cubetas de borosilicato (1 cm?) ou de vidro éptico
especial - Starna Cells (K5) com dois tamanhos para acomodar adequadamente o volume
de amostra necessario, ou disponiveis para cada experiéncia SMSLS. As cubas menores
sd0 6,5 x 6,5 x 45 mm de dimensdes externas, com um comprimento interno de percurso

de 4 mm. Estes sdo adequados para volumes compreendidos entre 30 puL de 450 pL. As
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cubetas maiores séo 12,5 x 12,5 x 45 mm, com um comprimento de percurso interior de 10
mm. Estas cubetas maiores sdo Uteis quando é necessario um volume maior de amostra, ou
quando se faz necessario uma mistura dentro da propria cubeta. A quantidade de volume
necessario para a utilizacdo destas células grandes fica entre 0,5 a 4 mL. As cubetas
maiores sdo destinadas para serem colocados diretamente dentro do bloco de aquecimento
de aluminio. Ha um adaptador para a cubeta menor a ser colocado dentro do bloco de
aquecimento. Ao manusear as cubetas o usuario deve ter cuidado ao tocar e limpa-las
corretamente, de modo que se reduza a possibilidade de manchar a superficie do vidro,
pois € a janela na qual o laser incide sobre a amostra.

Manchas devido ao derramamento de amostra ou sujeira dos dedos contribuirdo
para alargamento da funcdo de correlacdo e afeta adversamente a medicdo SLS. Para cada
cubeta hd uma tampa de PTFE que se destina a reduzir tanto a contaminagdo pelo ar ou
oxigénio, bem como reduzir a evaporacdo dos solventes volateis. A Figura 31 mostra 0s
tipos de cubetas utilizados nas analises.

Cubeta Adaptador de Cubeta
grande cubeta pequena

Figura 31: Tipos de cubetas utilizados nas analises.
O comprimento de onda do laser de diodo polarizado verticalmente (LaserMax,

Rochester, NY) utilizado como fonte de luz & de 660 nm, com poténcia de 35 mW. Para
cada feixe incidente no porta-amostra idéntico foi utilizado um compartimento de nylon
preto, um para cada uma das quatro células, e canais de comunicacgdo entre as células. Este
dispositivo SMSLS, portanto, € um hibrido de série e de operacdo paralela, havendo dois
bancos de amostras paralelas, cada um com quatro células de amostras em série.

As fibras dpticas (Tecnologia Polymicro) de didametro 0,48 nm sdo recolhidas na

luz dispersa com um angulo de dispersao de 90° a partir de cada célula e para cada um dos
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dispositivos é acoplado um detector de carga Hammamatsu (BC-CCD, HC230-0907) e o
divisor de feixe de laser. Dados de intensidade dispersas do CCD foram monitoradas

continuamente através de uma interface de dados em LabVIEW (Figura 32).
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Figura 32: Monitoramento da intensidade dispersas por CCD.

Ao importar os dados para o Kaleidagraph € possivel representar a intensidade de

dispersdo de luz para cada amostra graficamente como uma funcdo do tempo.

3.5. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO UV-VIS

A maioria dos complexos estudados sdo coloridos devido as transicOes eletrdnicas
entre os niveis de energia dos orbitais d. A regido do espectro do ultravioleta é na faixa de
200 a 400 nm e a da luz visivel € entre 400 e 800 nm, em que o comprimento de onda de
absorcédo das transi¢es do orbital d depende do metal envolvido, do nimero de ligacdes,
da geometria dos grupos coordenados, da basicidade e dos &tomos doadores.*** A absorcao
na regido da luz depende da estrutura eletrébnica da molécula, onde na regido do

ultravioleta produz modificacdes da energia eletrénica da molécula em consequéncia de
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transicdes dos elétrons de valéncia. Estas transicGes fazem com que os elétrons excitados
passem do orbital molecular ocupado para o primeiro orbital de energia superior.

O espectro no ultravioleta-visivel (UV-Vis) é obtido quando uma radiacdo
eletromagnética na regido do UV ou visivel passa através de um composto que contém
cromoforos, que sdo grupos insaturados covalentes responsaveis pela absorgédo eletrdnica
(por exemplo, C=C, C=0 ou NO,), que absorvem parte dessa radiacdo. Enquanto que para
0s ions metalicos, em especial metais de transicao, a regido do espectro no qual aparece o

méximo de absorcdo depende de sua estrutura eletronica.™

3.6. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA
DE FOURIER (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier é utilizada como
uma ferramenta pratica e importante para elucidar a estrutura de biomoléculas'®. Ela
fornece informagfes sobre grupos quimicos contendo ligagOes altamente polares ou o
momento de dipolo durante a vibracdo, por exemplo, O — C e grupos O — H, bem como a
formacao dos complexos. *°

A espectroscopia do infravermelho é baseada no fato de que as ligagcdes quimicas
das substancias possuem frequéncias vibracionais especificas, as quais correspondem a
niveis de energia da molécula. Tais frequéncias dependem da forma da superficie de
energia potencial da molécula, da geometria molecular, das massas dos atomos e
eventualmente do acoplamento vibrénico. Se a molécula receber radiacdo sera absorvida
desde que sejam atendidas determinadas condi¢des. Para que uma vibracdo apareca no
espectro do infravermelho, a molécula precisa sofrer uma variacdo no seu momento dipolar
durante o movimento rotacional.**’

Uma imagem FTIR pode ser adquirida principalmente por trés diferentes
configuracOes: a transmissdo, reflexdo ou reflexdo total atenuada (ATR), dependendo da
natureza da amostra. O modo de reflexdo é raramente usado porque as amostras ndo sao,
frequentemente, muito reflexivas e o polimento de material bioldégico ndo é facil ou
desejavel. Ja 0 modo ATR tem demonstrado ser um modo de imagem altamente versatil
porque o comprimento do percurso de amostragem ndo depende da espessura da amostra e,

portanto, a preparacdo da amostra muitas vezes ndo é necesséria. Além disso, quando uma
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objetiva ATR é utilizada em um microscdpio, a resolucdo espacial € melhorada devido ao

elevado indice de refracdo do elemento de ATR.**®

3.7. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

Termogravimetria € a técnica na qual uma variacdo da massa de uma substancia €
medida em funcdo da temperatura enquanto esta é submetida a uma programacéo
controlada. A andlise termogravimétrica (TGA) tem sido utilizada frequentemente no
estudo da estabilidade térmica e da decomposicdo de polimeros, sendo ambas as
propriedades importantes do ponto de vista cientifico e industrial.**® A técnica examina a
mudanca de massa da amostra em funcdo da temperatura ou do tempo, enquanto é
submetida a uma programacédo controlada de aquecimento. A curva de termogravimetria
derivada (DTG) é um recurso matematico que representa a derivada da primeira curva, que
apresenta o pico maximo de temperatura de degradacdo e a area desse pico é proporcional

a perda de massa naquele evento térmico.™ **°
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4. MATERIAIS E METODOS DE ANALISE

Nesse capitulo serdo descritos os materiais utilizados para a realizacdo da solugao
de amilopectina obtida da solucdo de Amidex 40003, das reacbes de complexacdo e 0s
métodos experimentais e tedricos utilizados neste trabalho. O planejamento fatorial
empregado teve como objetivo aprimorar as condigdes reacionais de complexacéo,
quantificadas através do aumento no rendimento das reagdes.

As principais técnicas usadas para a preparacdo, analise e caracterizacdo da solucédo
de amilopectina e seus complexos foram: Ultrassom, Viscosimetria, Medidas de pH,
Medidas de condutividade, Espectroscopia Vibracional (UV-Vis e FTIR), Espectroscopia
de espalhamento de luz (LS) e Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR).

4.1. MATERIAIS

A amostra de amilopectina foi obtida do amido de milho Amidex 40003. Este amido
contém 80 % a 100 % de amilopectina. O grau de amilopectina presente no amido foi
informado pelo fabricante, tendo sido obtido a partir de modificacdo genética da planta do
qual foi extraido o amido. Neste trabalho, a solucdo original contendo majoritariamente
amilopectina (preparada pela dissolugdo do Amidex 40003) sera nomeada “solugdo Ap”.

Os solventes empregados, de grau analitico, para o preparo e purificacdo da
amostra, foram o dimetilsulfoxido (DMSO), agua (H,0O) e alcool isopropilico (C3H;OH).
Os reagentes utilizados para os testes colorimétricos foram: iodo (I,) iodeto de potésio
(KI), uréia ((NH2).CO); sulfato de cobre (Cu(SQO,),), tartarato duplo de sodio e potassio
(KNaC4H;06-4H0) e hidréxido de sddio (NaOH).

Os complexos foram preparados com o0s seguintes sais adquiridos da Aldrich com
elevado grau de pureza: FeCl;.6H,0, Fe(NO3)3.9H,O, Cu(NOj3),.3H,0, CuCl,.2H,0,
Cu(CH3C00),.H,0, Cr3(CH3COO0)7(0H),, Cr(NO3)3.9H,0, NiCl,.6H,0,
Ni(CH3C00),.4H,0, CoCl,.6H,0, Pb(NO3), e PbCl,. Para as titulagbes complexométricas
foram utilizados indicadores metalocromicos (alaranjado de xilenol e murexida), acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), tiossulfato de sddio (Na,S,03), iodeto de potassio (KI)
e acido sulfurico (H,SO,). Para ajuste de pH foram utilizadas solucdes de acido cloridrico
1M (HCI), acido nitrico 1M (HNOs3), acido acetico 1M (CH3;COOH)e solucdo tampao
NH3/NH4CI 0,1M. Todos os reagentes foram adquiridos da Aldrich com elevado grau de

pureza.
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A membrana semiseletiva foi obtida da Sigma-Aldrich - Dialysis Tubing Cellulose
Membrane de tamanho 43mm x 27mm (esta membrana retém particulas de tamanho 16000

g.mol™ ou maior).

4.2. METODOS INSTRUMENTAIS E DE ANALISE

4.2.1. Ultrassom

O tratamento da solucé@o de amilopectina foi efetuado em Ultra-son Digital Sonifier,
Models 250 & 450, Branson Ultrasonic Corporation. Em cada experimento foram
utilizados 20 mL da solucdo contendo majoritariamente amilopectina. As irradiacdes foram
aplicadas nos intervalos de tempo que variaram de 0,5 a 5 minutos em amplitudes que
variaram de 10 % a 100 %.

4.2.2. Viscosimetria

Na determinagdo das viscosidades nas diferentes solucbes, ap6s tratamento
ultrassénico, foi utilizado um viscosimetro Digital Brookfield (Modelo DV-11+PRO). Em
funcdo da viscosidade da solucdo obtida foi utilizado o Spindle de referéncia ULA. O
viscosimetro foi acoplado a um banho termostatico, permitindo assim mensurar a
viscosidade das solugdes no intervalo de 10 °C a 70 °C, com variagédo de temperatura de 0,5
°C, sempre que necessario. Uma vez que o software do viscosimetro fornece, além dos
dados da viscosidade, os dados de tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de
cisalhamento, estes foram utilizados para caracterizacao reoldgica das amostras. O volume
da amostra utilizado foi de 20 mL, com velocidade inicial de 40 rpm, num intervalo de
tempo de 15 s e 15 medidas. Os valores de viscosidade reportados neste trabalho referem-
se aos valores médios, obtidos por triplicata em cada valor de velocidade de rotacéo.

Através da viscosidade intrinseca, as medidas de viscosidade da solucdo de
amilopectina, foram realizadas para determinar a concentragdo critica (c*) das cadeias do
polimero em solucdo. As medidas de viscosidade foram realizadas em um viscosimetro
SCHOTT AVS 350, sendo usado um viscosimetro capilar de Cannon-Fenske, de nimero
100, didmetro de 0,63 mm. Foram utilizados 10,0 mL de solucdo para cada uma das

diferentes concentracdes que variaram de 0,002 a 0,020 mg.mL™ do biopolimero, a
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temperatura foi termostatizada a 30,0 £ 0,1 °C. Os valores de viscosidade obtidos neste

trabalho referem-se aos valores médios, obtidos por triplicata.
4.2.3. Analise espectroscopica de UV-Vis

Os espectros eletronicos nas regides do ultravioleta e visivel (UV-Vis) foram
obtidos em um espectrofotometro Varian (modelo Cary 50) realizadas na absor¢ao de 300
nm a 900 nm. Sendo as analises das amostras dos complexos de amilopectina realizadas
em cubetas de quartzo com capacidade para 4,0 mL com caminho Optico de 1 cm. Leituras
abaixo de 300 nm ndo foram possivéis de serem realizadas porque o solvente (DMSO)

absorve fortemente na faixa de 200 - 300 nm devido as transi¢cdes n— m*. 14°

4.2.4. Analise de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A FTIR fornece informages sobre a natureza quimica e da estrutura molecular de
materiais organicos, moléculas poliatdmicas inorganicas e componentes 6xidos metalicos.
Os dados espectroscépicos de FT-IR foram obtidos através do equipamento Bruker
Modelo Alpha-P de Médulo UATR (Refletancia Total Atenuada Universal). Os espectros
foram obtidos com resolucéo espectral de 4 cm™, em duplicata. Em todos os ensaios foi

realizado o background.
4.2.5. Espalhamento de luz (UFRGS)

As amostras foram analisadas em um espectrometro do espalhamento de luz
Brookhaven Instruments (gonidmetro BI-200, correlator digital AT BI1-900), com laser de

He-Ne (4o = 632,8 nm) como fonte de radiacéo.
4.2.6. Espalhamento de luz (TULANE)

O protétipo do equipamento do Espalhamento de Luz Simultdneo de Amostra
Mdltipla (SMSLS) utilizado neste trabalho pode acomodar uma a oito amostras

independentes. Posteriormente sera discutido detalhadamente sobre este equipamento.
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4.2.7. Analise termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas foram realizadas no equipamento TGA Q5000IR
fabricado pela TA Instruments, utilizando atmosfera de gas nitrogénio em uma vazéo de 25
mL.min™, em panelas de platina herméticamente fechadas do modelo Platinum HT, em
duplicata. A massa da amostra utilizada foi de 10 mg. O intervalo de temperatura da
corrida foi de 20 — 400 °C com uma rampa de aquecimento de 5 °C.min™. Os resultados
foram tratados pelo software TA (Thermal Analysis) versdo 4.4A, fornecido pelo préprio

fabricante.
4.2.8. Medidas de pH

As medidas de pH foram realizadas a temperatura ambiente (22 a 25°C) usando um
pHmetro Digimed modelo DM-23, com um eletrodo de vidro combinado. O pHmetro foi
calibrado previamente com solucgdes padrées com pH = 7,0 e pH = 10. As analises foram

realizadas em e em triplicata.
4.2.9. Medidas de condutividade

As medidas de condutividade foram realizadas utilizando condutivimetro de
bancada microprocessado Bel Engineering srl, modelo W12D, previamente calibrado com
solucdo padrdo. As analises foram realizadas em temperatura ambiente (22 a 25°C) e em
triplicata. Todos os valores de condutividade das solucgdes salinas (sal e solvente) foram
subtraidos do valor de condutividade da mistura de solventes DMSO/agua 90:10 (2,763
uS.cm™), assim como os valores de condutividade dos complexos (sal, solvente e
amilopectina) foram subtraidos do valor de condutividade da solu¢cdo ApT pura (7,193

uS.cm™).
4.2.10. indice de refracéo

As medidas do indice de refracao foram realizadas num refratbmetro AVS JENA —
MADE IN GERMANY DDR, cedido pelo Departamento de Fisico-Quimica, deste
instituto, nesta universidade (IQ/UFRGS).
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4.2.11. Titulacdo complexométrica

A amilopectina é um potencial ligante devido a presenca dos grupamentos — OH e —

O - e forma complexos de adsorcao™*

(complexo do tipo transferéncia de carga). A
complexacdo de amilopectina com ions metalicos podem influenciar na distribuicdo e
mobilidade de minerais nos organismos, bem como pode ser responsavel pela introducéo
dos ions metalicos em alimentos e no sequestro de ions metalicos por solugbes cosméticas
que contenham amilopectina como espessante, ' 3> 12153

O estudo quanto a habilidade de complexagdo de metais pela amilopectina podera
nos explicar os resultados obtidos quanto ao tamanho, forma e dimensdo dos complexos
formados. Esta complexacdo é determinada por vérios fatores: a natureza do metal, do
ligante e do esqueleto polimérico, a distancia entre os grupos pendentes na cadeia principal
e as caracteristicas do meio complexante como pH, temperatura, entre outras.***

A titulacdo é uma técnica de analise volumétrica na qual a formacdo de um
complexo colorido entre o analito e o titulante é usada para indicar o ponto final da
titulacdo. Qualquer reacdo de complexacdo pode em teoria ser usada como técnica
volumétrica desde que a reacdo alcance o equilibrio rapidamente a cada adicéo de titulante.
Foram feitos estudos preliminares buscando otimizar as condigdes experimentais. Em
muitas titulagbes com EDTA, o pH da solucdo é critico. Para que a titulacdo seja bem
sucedida é necessario um pH minimo para que a complexacdo exista.*** Por esta razdo faz-
se necessario um ajuste da solugdo,'*® para que possa ser observado o ponto viragem na

titulacdo.
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5. Parte Experimental

5.1. PREPARACAO DA SOLUCAO ESTOQUE (Ap) A PARTIR DO AMIDEX
40003

Inicialmente foram preparadas amostras da solu¢do do amido dissolvido em DMSO
e H,O, em diferentes tempos, temperaturas e proporcdes, com o objetivo de se obter uma
solucdo homogénea e limpida. Para determinar qual a melhor propor¢cdo de DMSO/H,0 e
qual a concentracdo a ser utilizado de amido, o indice de refragcdo deve se aproximar ao do
vidro (1,52). Desta forma uma melhor observagdo através da técnica de Espalhamento de
Luz sera possivel.

O controle do processo de solubilizacdo do biopolimero foi feito através da
determinacdo da absorbancia, pH, indice de refracdo e condutividade da solugdo em funcao
do tempo, sendo denominada Solucéo estoque (solugdo de Ap).

A partir dos resultados obtidos nos testes acima citados as condi¢6es experimentais
para obtencdo de uma solucdo homogénea de maior solubilizacdo foram: 4 mg.mL™
preparada por dissolugdo do Amidex 40003, em 90 % de DMSO (v/v), homogeneizados
por agitagdo mecénica, sob temperatura de aproximadamente 30 °C, durante 2 dias.

5.2. TRATAMENTO ULTRASSONICO

A solucdo estoque foi tratada com Ultrassom para promover a solubilizacdo e a
reducdo da massa molecular da amilopectina na solu¢do, sendo denominada apds este
tratamento de “solucdo tratada de amilopectina” (ApT). Em cada experimento foram
utilizados 20 mL da solucdo Ap (4,0 mg.mL™). As irradiacdes foram aplicadas em
intervalos de tempo que variaram de 0,5 a 3 minutos em amplitudes que variaram de 10 %
a 100 %. As solucdes resultantes foram e a viscosidade (7).

O processo de obtencdo da solucdo ApT foi monitorado por medidas de viscosidade
(aparente) e espectroscopicas (por espalhamento de luz dindmico (DSL)), onde foi
analisado o raio hidrodindmico (Rp) e o indice de polipersdo (PD.I) dos polimeros em

solucéo.

5.3. METODO DE RECUPERACAO E PURIFICACAO DA SOLUCAO ApT

De maneira geral, os amidos modificados podem ser portadores de substancias
como lipidios, proteinas e cinzas ou até mesmo desenvolver algumas cargas.® **° Para

eliminar tais interferentes a solucdo tratada de amilopectina escolhida para o estudo de
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complexometria, foi purificada através de procedimentos que envolvem as seguintes etapas

seqlienciais: i) precipitacdo por adicdo de ndo-solvente;** ii) dialise;**® iii) centrifugacio;

iv) liofilizacdo™® e v) lavagens e secagem.

O método de recuperacgdo da solucdo de ApT foi realizado através da precipitacdo
seletiva de tamanhos. Experimentalmente, esta técnica envolve a adi¢do gradual de um co-
solvente o qual, em geral, é um alcool ou uma cetona de cadeia curta, até que a solucao
apresente um aspecto turvo, cuja funcéo € desestabilizar a dispersé@o do meio que contém o
amido pela reducdo gradual de suas camadas de solvatacdo, permitindo sua agregacao

sequida de precipitagdo.™’

A reducdo da solvatacdo do amido na solugdo das particulas
maiores favorece as forcas atrativas de van der Waals, levando a agregacao das particulas
maiores anteriormente aquelas de tamanho inferior.™ Assim, & medida que a precipitacéo
da particulas com maior tamanho ocorre, ha uma tendéncia natural de exclusdo das
menores.'®® Este processo pode ocasionar um fracionamento do material.*®* As floculacées
parciais da solucdo seguida de filtragem ou centrifugacdo da suspensdo, isolam um
precipitado rico do amido de tamanhos maiores e mantém as particulas de tamanhos
inferiores dispersas no sobrenadante. A subsequente adicdo gradual do nédo solvente no
sobrenadante produz um novo precipitado com uma segunda fragcdo de tamanhos, a qual
deveréa conter particulas menores que as do primeiro precipitado e também maiores do que
aquelas que se mantiveram dispersas no sobrenadante. De modo similar, o precipitado
pode também ser novamente redisperso e submetido a esse procedimento de floculacéo
para se obter uma distribuicio de tamanhos ainda mais estreita. % 12

Neste trabalho, em funcdo da concentracdo do biopolimero, a precipitacdo ocorrera
com a adicdo gradual de isopropanol (solvente escolhido ap0s testes preliminares, com
maior obtencdo do amido). Quando o teor critico do ndo solvente ¢ atingido, devido a sua
pobre solubilidade nesse meio (DMSO/H,0), a amilopectina é precipitada e entdo €
exaustivamente centrifugada e lavada com agua para eliminar o excesso das impurezas.

Na segunda etapa de purificacdo do biopolimero foi aplicada a técnica de diélise

por membrana®®® 163

, onde as substancias em solucdo sdo separadas por suas diferencas de
massa molecular. Este processo € usado para retirar as impurezas e aumentar a solubilidade
da amilopectina. E um processo fisico-quimico pelo qual duas solugdes de concentracdes
diferentes sdo separadas por uma membrana semipermeavel e ap6s certo tempo as espécies
passam pela membrana para igualar as concentracdes. Isso ocorre pelo mecanismo de

difusdo, no qual o fluxo de soluto ocorre de acordo com o gradiente de concentracao,
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sendo transferida massa de um local de maior concentragdo para um local de menor
concentragao.

O amido resultante da precipitagdo por adicdo do co-solvente foi colocado dentro
da membrana semiseletiva e entdo mergulhada em agua destilada por aproximadamente 3
dias, sob agitacdo magnética. Devido a massa molecular do biopolimero e ao tamanho dos
poros da membrana, apenas a amilopectina fica retida dentro da membrana, enquanto o
solvente DMSO, e o0s possiveis sub produtos da extracdo e o restante da molécula com
massa molecular menor do que 16000 g.mol™ ultrapassam a membrana e s&o descartados.

Por fim, no produto obtido da membrana de dialise foi feita a liofilizacdo.'*® Essa
técnica remove a agua e solventes de substancias previamente congeladas pelo processo de
sublimacdo que ocorre quando a temperatura e a pressao parcial do vapor da agua sao
inferiores as do ponto triplo da mesma (610 PA a temperatura de 0,01 °C, para a agua
pura). A secagem de um produto geralmente causa perda de atividade ou algum outro dano
ao material. A liofilizacdo é um método de secagem que reduz significativamente esses
danos, secando o produto por sublimacdo ap6s um prévio congelamento e em seguida
submetendo-o a uma pressdo negativa. Por esse motivo, a liofilizagdo é usada quando
deseja-se purificar materiais delicados e sensiveis ao calor. Esse processo foi realizado em
um liofizador TermoFisher modelo Micromoduly YO-115. O produto resultante no interior
da membrana de dialise foi transferido para um baldo volumétrico apropriado para o
equipamento e submetido a um prévio e rapido congelamento utilizando-se nitrogénio
liquido e entdo submetido a liofilizacdo durante aproximadamente 10 horas.

Adicionalmente, foram feitas analises na solugdo ApT para determinacdo da
quantidade de amilose presente na solugdo. Foi utilizado o teste do iodo “adaptado”. Para
verificar a presenca de acUcares redutores na solugdo Ap foi feito o teste de Benedict. Com
0 objetivo de constatar a eventual presenca de ligacGes peptidicas que ocorrem devido ao
processo de modificacdo do amido pela empresa realizou-se o teste do Biureto. Apos a
realizacdo destes estudos foi escolhida a melhor condigédo para posterior complexagédo com

0S metais.

5.4. PREPARACAO DOS COMPLEXOS METALICOS

Inicialmente foi realizado o estudo da potencialidade de complexacdo com
diferentes metais (ferro, cobre, cromo, niquel, cobalto e chumbo), através de testes
colorimétricos e fisico-quimicos. A influéncia do pH também foi cuidadosamente estudado

e monitorado no processo de complexacgdo, sendo que é um dos fatores mais importantes
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neste processo e também na titulometria. Visto que, em baixos valores de pH ocorre a
protonacdo do grupo hidrdxido, presente no biopolimero, provoca a repulsao das espécies
metélicas, dificultando o processo de interagdo entre 0s metais e 0S grupos reativos. A
escolha destes metais ocorreu devido & presenca destes em alguns cosméticos™’. Varios
experimentos foram realizados, paralelamente, para a determinacdo do tempo que seria
necessario para atingir o equilibrio de complexacéo, da temperatura e da concentracdo. O
estudo preliminar da concentracdo dos metais tornou-se Gtil para posterior determinagédo da
massa molecular dos complexos nas analises de Espalhamento de Luz. Foi realizado a
otimizacdo das reacfes de complexacdo através do planejamento fatorial.

Para a determinacdo dos complexos com os sais de cloreto de ferro Il
hexahidratado [FeCl; . 6H,0], nitrato de ferro Il [Fe(NOg3)s], as solucdes foram
preparadas com aproximadamente 0,01 g e 0,005 g de cada sal dos metais indicados e 12,5
mL de solucdo de amilopectina tratada (ApT). O ajuste do pH para (1-3) foi feito com a
adicdo de 4cido cloridrico e acido nitrico, 1,0 mol.L™, respectivamente, por gotejamento. O
indicador usado foi o alaranjado de xilenol e titulados com uma solu¢do padrdo de EDTA
de concentracéo de 0,002 mol.L™, todos realizados em triplicata.

Para a determinagdo dos complexos com os sais de cloreto de cobre dihidratado
[CuCl, . 2H,0], acetato de cobre monohidratado [Cu CH3COO . H,0] e nitrato de
cobre trihidratado [Cu(NOs), . 3H,0] as solugbes foram preparadas com
aproximadamente 0,01 g e 0,005 g de cada sal dos metais indicados e 12,5 mL de solugéo
de amilopectina tratada (ApT). O ajuste do pH para (10-11) foi feito com a adicdo de
solugéo tampao de NH3/NH,CI 0,1 mol.L™, para cada complexo formado, por gotejamento.
O indicador usado foi o murexida e titulados com uma solugdo padrdo de EDTA de
concentracdo de 0,002 mol.L™, todos realizados em triplicata.

Para determinacdo dos complexos com os sais de nitrato de cromo Il
nonahidratado [Cr(NO3); . 9H,0O] e acetato de cromo Il dihidréxido
[Cr(CH3COO0)3(0OH),], as solugbes foram preparadas com aproximadamente 0,01 g e
0,005 g de cada sal dos metais indicados e 12,5 mL de solucdo de amilopectina tratada
(ApT). Para a titulagdo complexometrica, 5 mL do complexo formado foram transferidos
quantitativamente para um baldo volumétrico de 500 mL completando com &gua destilada
até o menisco, logo apds recolheu-se 25 mL da solucédo e colocou-se num erlenmeyer onde
foi adicionado: 5 g de iodeto de potassio [KI], 10 mL de H,SO4 20 % e 10 mL de uma
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solucéo padréo de EDTA 0,1M. Deixado em repouso por 5 minutos foi titulado com uma
solucdo padrdo de Na;S,030,01 N, todos realizados em triplicata.

Para a determinacdo dos complexos com os sais de cloreto de niquel 11
hexahidratado [NiCl, . 6H,0], acetato de niquel Il tetrahidratado [Ni(CH3;COO), .
4H,0] e cloreto de colbalto Il hexahidratado [CoCl, . 6H,0], as solucGes foram
preparadas com aproximadamente 0,01 g e 0,005 g de cada sal dos metais indicados e 12,5
mL de solucdo de amilopectina tratada (ApT). O ajuste do pH para (4-6) foi feito com a
adicdo de 4cido cloridrico, 4cido acético e 4cido cloridrico, 1,0 mol.L™, respectivamente,
por gotejamento. O indicador usado foi 0 murexida e titulados com uma solucéo padréo de
EDTA de concentracdo de 0,002 mol.L™, todos realizados em triplicata.

No que se refere aos sais de nitrato de chumbo Il [Pb(NO3),], cloreto de chumbo
Il [PbCI;] e acetato de chumbo Il [Pb(CH3COO),] as solugdes foram preparadas com
aproximadamente 0,01 g e 0,005 g de cada sal dos metais indicados e 12,5 mL solucdo de
amilopectina tratada (ApT). O ajuste do pH para (4-6) foi feito com a adicdo de acido
nitrico, acido cloridrico e 4cido acético, 1,0 mol.L™, respectivamente, por gotejamento. O
indicador usado foi laranja de tilenol e titulados com uma solucdo padrdo de EDTA de
concentracdo de 0,001 mol.L™, todos realizados em triplicata. Os célculos utilizados para

quantificar o percentual de complexacéao estdo descritos no Anexo 1.

55. PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALI@E NO SMSLS
(ESPALHAMENTO DE LUZ SIMULTANEO DE AMOSTRA MULTIPLA)

Inicialmente foram realizados alguns experimentos para determinar quais seriam as
melhores condicOes para a realizagdo do monitoramento, aplicando a técnica de SMSLS.
Todos os experimentos foram feitas nas temperaturas de 30 °C e 50 °C, utilizando células
de caminho optico de 4 mm (volumes entre 30 a 450 L) e de 10 mm (volumes entre 0,5 a
4 mL), durante o tempo de 12, 24 e 48 horas, dependendo do experimento, para a
determinacdo da intensidade de luz espalhada e posteriormente anélise de dados.

Todas as amostras foram filtradas antes da analise. Paralelamente foram realizados
analises de DSL, que também através da intensidade, pdde-se calcular a massa molecular
de modo répido e eficaz. Foram realizados uma série de experimentos no SMSLS, para o
aprofundamento do estudo quanto a potencialidade do tratamento ultrassénico e também

em relacdo as melhores condi¢bes de complexacdo. Os valores da intensidade do solvente
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(DMSO) e tolueno foram medidos para os calculos da massa molecular, em cada célula de

amostra.
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6. Resultados e Discusséo

A solucdo estoque (Ap) na concentragdo 4,0 mg.mL™ foi preparada por dissolugo
do Amidex 40003 usando solugdo aquosa de DMSO 90% (v/v). A solucédo foi mantida sob
agitacdo magnética a uma temperatura de 30 °C, durante 48 h até a sua dissolucéo total,
com NaNj3 (azida de sodio) adicionado como um agente antibacteriano. A dispersao foi da
coloragdo opaca para translucida depois de 30 h (o tempo foi dependente do nivel de

conversdo de amido), e ndo foram encontrados agregados residuais.

6.1. CONTROLE DO PROCESSO DE SOLUBILIZACAO DA SOLUCAO ESTOQUE
(Ap)

O controle do processo de solubilizacdo da solucdo Ap foi realizado através da
determinacédo da absorbancia (Abs), pH, indice de refracdo e condutividade da solu¢do em
funcdo do tempo. A reprodutibilidade do processo de solubilizacdo da solucdo de Ap foi
verificada a partir dos dados obtidos, todos realizados em triplicata. A Tabela Il apresenta

os resultados obtidos para a concentracdo escolhida neste trabalho.

Tabela I11: Dados obtidos no controle do processo de solubilizagdo da solugdo estoque.

Solugéo estoque | Abs (620 nm) pH indice de Condutividade
(4mg.mL™) refragéo (1s)

Média + DP 0,0410+0,009 | 8,78+0,83 | 1,4653 +0,0010 0,819 +0,071

6.2. TRATAMENTO ULTRASSONICO

O tratamento da solucdo Ap foi efetuado no Ultra-son Digital Sonifier. Em cada
experimento foram utilizados 20 mL da solugdo Ap (4,0 mg.mL™Y). As irradiacées foram
aplicadas em intervalos de tempo que variaram de 0,5 a 3 minutos em amplitudes que
variaram de 10 % a 100 %. As solugbes resultantes foram analisadas quanto o raio
hidrodindmico (Ry) dos polimeros em solugdo, o indice de polidispersdo (PD.I) e a

viscosidade aparente (7), (Tabela V).
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Tabela IV: Resultados obtidos do Ry (hm), PD.I e n (mPa.s), em diferentes tempos e
amplitudes da solucdo Ap.

Amostra Rp (nm) PD.I n (mPa.s)
0,5 min 30 % 406,0 0,210 4,51
0,5 min 60 % 301,0 0,222 4,00
0,5 min 80 % 275,5 0,236 3,95
0,5 min 100 % - - 3,87

1 min 30 % 292,5 0,128 3,83
1 min 60 % 247,5 0,145 3,63
1 min 80 % 215,5 0,234 3,62
1 min 100 % 151,0 0,260 3,58
2 min 30 % 214,0 0,100 3,45
2 min 60 % 176,5 0,140 3,60
2 min 80 % 162,0 0,234 3,57
2 min 100 % 159,5 0,303 3,34
3 min 30 % 196,5 0,160 3,47
3 min 60 % 146,5 0,010 4,10
3 min 80 % - - 3,66
3 min 100 % - 4,06

Obs.: Desvio padrdo das analises variou de 0,001 a 0,08

A metodologia aplicada para o tratamento ultrassonico da solucdo Ap permite
concluir que a mesma é adequada para a reducdo da massa molecular (My) e controle de
tamanho da cadeia polimérica, a partir de uma solucdo de Amidex 40003 em DMSO/H,0.

A partir da Tabela IV verifica-se uma reducdo no Ry do biopolimero em solucao,
em todas as intensidades (tempo) e com o aumento da amplitude, bem como na
viscosidade aparente nos tempos de 1 min e 2 min. O indice de polidispersao representa o
desvio absoluto em relagdo a mediana, ocorreu o inverso. E verificado que houve um
aumento da mesma com o0 aumento da intensidade e amplitude, como o esperado, devido a
grande perturbacdo no sistema e a estrutura ramificada do polimero. Esta perturbacdo
ocorre devido ao mecanismo ultrassonico aplicado onde o0s segmentos das cadeias
poliméricas proximas ao ponto de colapso se movem com velocidade superior aquelas dos

segmentos mais distantes. Esta clivagem pode ocorrer preferencialmente proximo ao meio
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da cadeia, sem alterar a estrutura quimica da unidade de repetit;éto.164 A tensdo produzida
por esta diferenca gera um estresse e posterior quebra da cadeia, ocasionando uma reducéo
da massa molecular e na viscosidade,®® aumentando consequentemente a PD.I. No entanto,
caso a amplitude e a intensidade do ultrassom forem excessivos, pode resultar na
degradacio da estrutura do polissacarideo.'®®

A degradagdo surge como resultado do efeito do ultrassom no solvente. A maior
parte dos efeitos fisicos e quimicos causados por ultrassom sdo normalmente atribuidos a
cavitacdo, o colapso de microbolhas que explodem e se propagam como uma onda de som
através da solucdo. Isto gera, em uma escala de tempo de microssegundo, rapidamente
altas temperaturas e presses. % 17

Sabe-se que o tratamento ultrassénico é pouco convencional, mas ambientalmente é
um método eficaz e ndo poluente, utilizado para promover modificagcbes quimicas nos
polimeros, inativar microorganismos, e romper as membranas fosfolipidicas.'®® % A
exposi¢do de uma solucdo polimérica a alta intensidade de radiagcdo de ultrassom pode
reduzir sua massa molecular. Particularmente para 0 amido e seus componentes, a massa
molecular tem influéncia significativa sobre muitas propriedades, entre elas, a absorcéo de
4gua e a solubilidade.®® Sendo assim, muitas das propriedades resultantes deste processo
podem ser explicadas em termos do efeito de cavitagdo. A elevacdo da polidispersédo pode
estar relacionada com possiveis recombinacdes de macrorradicais, formados no inicio do
processo, entre si e com moléculas ainda ndo afetadas pela degradacdo mecanica,
produzindo material possivelmente mais ramificado.'®’

A intensidade da cavitacdo € funcdo da pressdo de vapor do solvente, variando em
ordem inversa. Com a elevacdo da temperatura, devido ao aumento da conveccao, ocorrera
um aumento na pressdo de vapor do solvente, que acarretara uma maior quantidade de
vapor nas bolhas de cavitacdo, que produzirda uma reducdo na pressao e temperatura
méaximas atingidas no momento da implosdo, diminuindo este processo de implosdo e a
velocidade das moléculas do solvente e a intensidade das ondas de choque.®® 167 168

A exposicao prolongada de solugbes contendo o biopolimero no ultrassom em altas
intensidades e amplitudes, como no caso 3 min e 100 %, pode levar a degradagéo total ou
parcial das cadeias do polimero, devido a alta cavitacdo. A degradacdo é devida ao
aumento das forcas de friccdo desenvolvidas entre o rapido movimento das moléculas

grandes e com menor mobilidade. Esta degradacdo pode ocorrer devido as forcas
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hidrodindmicas da cavitagdo (isto é a energia de onda de choque produzida na imploséo da
bolha), a tensdo de cisalhamento na interface das bolhas pulsando ou o efeito térmico.

O uso do solvente menos volatil na mistura, como 0 DMSO (cujo ponto de ebulicdo
é 189 °C e ponto de fusdo é 18,5 °C) e uma intensidade ultrassdnica menor aplicada a
solucgéo, resulta em uma pressdo de vapor (Pv) menor, bem como o aumento da intensidade
ultrassénica ocasiona um aumenta do grau de despolimerizacao.

A metodologia aplicada neste trabalho apresenta, portanto, uma boa
reprodutibilidade e seletividade no tratamento da reducdo da massa molecular da
amilopectina, mostrando-se eficaz. O tratamento para posterior complexacéo escolhido foi
de 1 min de intensidade, na amplitude de 100 %, por se mostrar mais estavel na
repetibilidade e pelo fato da molécula possuir, ao final do processo, um tamanho adequado
(na escala nanométrica). A partir deste momento iremos chamar a solugdo tratada de

amilopectina de ApT.

6.3. ANALISE DA SOLUCAO TRATADA ATRAVES DE TESTES
COLORIMETRICOS

No amido em estudo, Amidex 40003, obtido da Corn Products Brasil, era esperado
que a amilopectina fosse 0 componente de maior proporgéo, variando de 70 a 80 %. Apo6s
os tratamentos ultrassdnicos, recuperacdo e purificacdo, determinou-se a quantidade de
amilose presente na solucédo tratada (através do teste do lodo), bem como a existéncia de
proteinas e agucares redutores. Trabalhou-se com a hip6tese de que um eventual processo
de degradacdo na amostra ao ser tratada no ultrassom possa estar formando agucares
redutores.”® Por esta razdo foi verificada também a presenca destes aclcares através do

teste de Benedict.
6.3.1. Teste do iodo “adaptado”

O teste do iodo é usado para determinar a quantidade de amilose presente no amido.
Este teste é baseado na capacidade da amilose (complexo de adsorgdo) de formar um
complexo helicoidal com o iodo (complexo de transferéncia de carga), resultando numa
cor azul intenso caracterizada por uma absorcdo em 620 nm no espectrofotdmetro. A cor
azul intensa é resultante da adsor¢cdo do iodo (na forma Is) nestas cadeias. Porém, o

complexo iodo-amilopectina produz uma cor violacea, de forma irreversivel, mas ndo uma
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conformacdo helicoidal devido as suas ramificagOes, baixando sua absor¢do para um

méximo de aproximadamente 540 nm.*°% 169170

Outros estudos divergem, relatando que quatro atomos de iodo poderiam estar
dispostos linearmente dentro da cavidade da estrutura de hélice de 11 residuos de
anidroglucose para formar o grupo croméforo no complexo de amilopectina-iodo™,

conforme mostrado esquematicamente na Figura 34.

Figura 33: Representacio esquematica dimensional do complexo de amilopectina-iodo.!”

Normalmente o teste é feito em solugcdo aquosa, mas a solucdo ApT encontra-se em
DMSO/H,0, sendo necessario adaptar a técnica, adicionando-se ao sistema uma pequena
quantidade de uréia, para basificar o meio e promover um desdobramento maior na
molécula da amilose, fato que torna a solugdo azulada, permitindo ser feita a leitura em um
espectrofotbmetro.

Inicialmente, preparou-se uma solucdo padrdo de iodo (20 mg de I, 0,2 g de Kl e
agua) e uma solucdo padrao da amilose Sigma (o), utilizada como referéncia. Para a
determinacdo da quantidade de amilose na solugcdo ApT, foi necesséria a construcdo de
uma curva padrdo com concentragbes de amilose padrdo (Sigma). No preparo destas
adicionou-se 0,9 mL das solucdes de diferentes concentracdes de amilose padrdo, 0,1 mL
de uréia, 0,2 mL de iodo e avolumou-se com agua até 10 mL. As solucdes de diferentes
concentracOes de amilose padrdo e a solugéo tratada foram levadas ao espectrofotometro e
lidas a uma absorbancia de 640 nm.** ™ Os testes foram realizados em triplicata.

A curva padrdo de amilose (Figura 34) variou entre 0,01 mg.mL™* a 1 mg.mL?,

onde obteve-se a seguinte equacdo da reta (v =17,045x+0,1098; R =0,98).

Considerando inicialmente a hipotese de um teor de 20 % de amilose na solu¢éo tratada, o

valor encontrado foi de 21,9 %.
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6.3.2. Teste do Biureto

O teste do biureto é utilizado para determinacdo de proteinas totais numa amostra.
Os reagentes do teste formam um complexo com a ligagdo peptidica, evidenciada pela
coloragdo violeta, onde os fons Cu®* sdo reduzidos a Cu*. A intensidade da cor é
proporcional ao nimero de ligacOes peptidicas existentes, indicando que existe proteina na
amostra.'’

Para verificar a presenca de proteinas na solucdo ApT, foi realizado o Teste do
Biureto. Foi preparado o reagente de Biureto (0,15 g de sulfato de cobre, 0,6 g de tartarato
duplo de sodio e potéssio, 30 mL de hidréxido de sodio 10 %, 0,1 g de iodeto de potéssio e
agua deionizada sob agitagdo) ao qual foi adicionado 2 mL da solucéo tratada em um tubo
de ensaio a 2 mL do reagente. Os testes foram realizados em triplicata.

N&o houve mudanca na coloracdo de nenhuma das amostras, indicando que o cobre

ndo formou complexos com ligagdes peptidicas, logo ndo ha proteina na amostra.

6.3.3. Teste de Benedict

O teste de Benedict consiste na determinacdo de acgUcares redutores. Baseia-se na
reducdo do fon Cu** em meio alcalino a Cu*, devido ao poder redutor das carbonilas em
solucdo alcalina, a uma temperatura de aproximadamente 100 °C. O ion cuproso (Cu®)
produz o Cu,O, composto de cor vermelha. Todos 0s monossacarideos reagem
positivamente, logo, frutose, glicose entre outros sofrem reacdo. Todavia, a sacarose
também pode levar a resultados positivos caso sofra hidrdlise prévia. Devido a extracao e
uma possivel degradacdo do amido® que pode ter ocorrido quando as amostras foram
submetidas ao Ultrassom, considerou-se a hipdtese que o amido pode ter se degradado a
glicose, monossacarideo que forma amilose e amilopectina.

Para a determinacdo da presenca de acUcares redutores preparou-se uma solugédo
padrdo de glicose e o reagente de Benedict (17,3 g de citrato de sédio, 1,73 g de sulfato de
cobre, 20 g de carbonato de sodio e avolumou-se a 100 mL com agua). Para a analise foi
adicionado de 5 a 10 gotas da solucdo de glicose em 5 mL do reagente de Benedict sob
aquecimento em banho-maria. Apds o0 aquecimento, a solucdo tratada de amilopectina
permaneceu incolor, indicando que ndo ha presenca de agucares redutores.

Conclui-se entdo que a concentracdo de amilose em solugdo ApT € de

aproximadamente 21,9 % (teste do lodo adaptado). Além disso, o tratamento ultrassénico
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ndo levou a formacdo de acgucares redutores, o que foi verificado através do teste de
Benedict. Finalmente, a hiptese de haver proteinas provenientes da extracdo do amido foi
excluida. Acredita-se que a amilose apenas participe da solucdo, mas ndo da complexacao
com 0s metais, visto que, ela forma complexos de inclusdo helicoidal com o iodo, alguns

alcoois e &cidos organicos.* **

6.4. ANALISE REOLOGICA

6.4.1. Andlise reoldgica da solucdo Ap (solucdo estoque de amilopectina) e

solucéo ApT(solucéo tratada de amilopectina)

Diversos estudos®® %% 1% 173 demostraram que o tratamento ultrassonico reduz a
massa molecular de biomacromoléculas, diminuindo a viscosidade das solu¢bes, uma vez
que a viscosidade esta associada a complexas interacdes polimero-solvente entre outras
variaveis, incluindo tamanho e forma, bem como a flexibilidade molecular do polimero.

Os dados de viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento para a solugdo Ap e
solucdo ApT (item 4.2.3) de amilopectina sdo mostrados na Figura 34. A partir desta figura
foi avaliado o efeito do tratamento de ultrassonico sobre a viscosidade das amostras.

Observa-se uma reducdo na viscosidade da amilopectina tratada com a técnica de
ultrassom, e este fato confirma uma modificacdo na cadeia polimérica da amilopectina em

solugéo, o que sugere uma reducdo da massa molecular.
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Figura 34: Valores obtidos da viscosidade aparente em funcdo da taxa de cisalhamento da solucdo ApT e da
solucéo Ap a 25 °C.
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Os resultados experimentais comprovaram que a solucdo Ap apresenta um
comportamento reoldgico ndo-newtoniano e neste caso, pode-se afirmar que o material
apresentou um comportamento de um fluido pseudoplastico, uma vez que a viscosidade
decresce com 0 aumento da taxa de cisalhamento. Para a solucdo de amilopectina tratada
(ApT) também se observa uma ligeira diminuicdo na viscosidade, tendendo a um
comportamento newtoniano, com o0 aumento da taxa de cisalhamento. Como sugerido
anteriormente, a diminuicdo da viscosidade € devida a diminuicdo da massa molecular da
macromolécula tratada com ultrasom, isto é, a forca de cisalhamento é reduzida com a
diminuicdo da viscosidade devido ao alongamento da cadeia de amilopectina. Séo
apresentados os diagramas das curvas de escoamento da solugdo Ap e da solucdo de ApT
da tensdo de cisalhamento em funcéo da taxa de cisalhamento (Figura 35), 0 que mais uma
vez mostra 0 comportamento pseudoplastico, para ambas as solugdes, sendo que para a

solucéo tratada observa-se uma lineariedade maior.
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Figura 35: Tensdo em fungdo da taxa de cisalhamento, a 25 °C da solugdo Ap e ApT, respectivamente.

As curvas de fluxo também foram descritas utilizando o modelo de lei de poténcia,
que é amplamente utilizado para descrever as propriedades de fluxo de liquidos néo-
newtonianos em analise tedrica, assim como em aplicagdes praticas'’* *”°. Sendo assim, as
amostras apresentaram comportamento pseudoplastico ndo-newtoniano com valores de
indice de comportamento de fluxo (n), variando de 0,31 para a solucdo Ap e 0,48 para

amilopectina ApT. O modelo de lei de poténcia foi adequado para descrever o
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comportamento do fluxo das amostras, uma vez que o coeficiente de correlagdo obtido
através da anélise da regressdo linear (R?) medidos apresentaram um valor de 0,97.

Além disso, & possivel observar que a viscosidade é mais estdvel para a
amilopectina tratada. Sugere-se que isto ocorre porque, neste caso as cadeias de
amilopectina sdo mais alongadas, ou seja, mais flexiveis. Outros estudos obtiveram
resultados semelhantes, com uma diminui¢do da viscosidade com o aumento da taxa de

176, 174 "isto indicou uma consisténcia nos resultados. Os coeficientes de

cisalhamento
consisténcia também diminuiram com valores de 145,6 para solucdo estoque e 45,1 para a
amilopectina tratada. A reducdo dos valores de K pode ser atribuida a clivagem da cadeia

nestas amostras quando foram sonicadas.
6.4.2. Andlise reoldgica da solucdo de amilopectina em relacédo a temperatura

As Figuras 36 e 37 mostram o efeito da viscosidade aparente versus taxa de
cisalhnamento para a solucdo Ap e solucdo tratada ApT, na concentracdo 4mg/mL de

amilopectina em sete diferentes temperaturas.
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Figura 36: Viscosidade aparente da solugdo Ap em funcdo da taxa de cisalhamento a diferentes
temperaturas.

84



6. Resultados e Discussdo

—m—15°C
—e—20°C
74 25°C
—w—30°C
6 35°C

| —¢—40°C
0
5 &N\‘ 45°C

Viscosidade aparente (mPa.s)

T T T T T T T T T T T
60 80 100 120 140 160 180

Taxa de Cisalhamento (s™)

Figura 37: Viscosidade aparente da solucdo tratada (ApT) em funcdo da taxa de cisalhamento a diferentes
temperaturas.

E claramente observado nas figuras 36 e 37 que o aumento da temperatura
ocasionou uma diminuicdo na viscosidade nas duas amostras. Além disso, duas regides
foram observadas: a regido de baixo cisalhamento (onde a viscosidade diminuiu
drasticamente, sugerindo comportamento pseudoplastico) e uma regido de elevado
cisalhamento (em que a viscosidade tende a ser constante indicando um comportamento
newtoniano). Para a amostra tratada, esse comportamento foi mais evidente.

Sugere-se que quando a temperatura aumenta ocorre um aumento na densidade da
solucdo devido a evaporacao do solvente, assim, a massa efetiva dos polimeros em unidade
de volume de solvente também diminuiu. Este fato causa uma diminui¢do na viscosidade
das amostras, devido ao aumento da flexibilidade da cadeia e compactacdo da molécula.
No entanto, a certa temperatura, a diminuicdo da massa ndo € significativa e a viscosidade

nao varia.

6.4.3. Analise reoldgica dos complexos da solucdo de amilopectina

De modo a avaliar o comportamento viscosimeétrico dos complexos de
amilopectina, foram analisados diagramas da tenséo de cisalhamento (N/m?) em funcéo da

taxa de cisalhamento (s™) a 25 °C e a 45 °C, onde através do coeficiente angular da reta foi
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determinada a viscosidade, cujos os valores de coeficientes (R?) encontram-se entre 0,96 a
0,99.

Na Tabela V, podemos observar que houve uma reducdo na viscosidade gquando
foram introduzidos os sais metélicos na solugdo de amilopectina tratada, a temperatura de
25 °C, para formagdo dos complexos. Isto ocorre em fungdo do aumento da massa da
solucdo, apo6s a indroducdo do sal, e também devido ao empacotamento das cadeias
poliméricas. Podemos observar que para os sais de nitrato a estabilidade € maior, com uma
viscosidade mais préxima a da solugdo tratada. Para a maioria dos complexos estudados,
observa-se que o0 aumento da temperatura (45 °C) proporciona a gelatinizagao das solugdes,

impossibilitanto o torque.

Tabela V: Viscosidades em funcdo da temperatura de ambas solu¢Bes de amilopectina e
dos complexos.

n (mPa.s) n (mPa.s)
25°C 45°C
Solucdo de amilopectina tratada 57 3,6
Cr(CH3COO); 2,1 -
CF(NO3)3 49 -
Fe(N03)3 3,6 -
FeCl; 2,0 -
Cu(CH3CO00), 51 Gelatinizou
Cu(NOs3), 51 Gelatinizou
CuCl, 1,6 4,6
Pb(CH3COO), 4,1 Gelatinizou
Pb(NO3), 4,9 5,2
PbCl, 2,9 4,9

Como ja discutido anteriormente quando a temperatura aumenta ocorre uma
diminuicdo na densidade da solucdo, devido a evaporacdo de parte do solvente,
favorecendo a capacidade de hidratagcdo das cadeias ramificadas. Este fendmeno causa um
aumento no volume hidrodinamico ocupado pelas moléculas, devido a quebra das ligacbes
de hidrogénio que unem as moléculas tornando a estrutura mais compacta, rigida e
altamente densa em solucdo, 0 que consequentemente, diminuiu a viscosidade dos
complexos, formando um liquido altamente viscoso. Cabe salientar aqui, o resultado obtido
através do planejamento fatorial, onde para a maioria dos casos, quando a temperatura
estava envolvida o efeito tornava-se negativo, mostrando que esta varidvel deve ser

mantida a temperatura ambiente para formacédo dos complexos.
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6.5. RESULTADOS DE VISCOSIMETRICA

6.5.1. Determinacdo da viscosidade intrinseca e concentracgdo critica (c*) da

amilopectina

A Tabela VI apresenta os resultados encontrados para os valores de viscosidade
relativa (7re1), Viscosidade especifica (sp) e viscosidade reduzida (7req) para a solugdo de

ApT, cujos resultados serviram para a determinacao da viscosidade intrinseca.

Tabela VI: Valores das concentragdes (c), tempo de fluxo (t;) e viscosidades obtidas para
as diferentes solucbes de amilopectina 30,0 °C £ 0,1 °C.

C (mg/m.L™) tr () Hrel Nsp (#res) / ML. g™
0 147,50 1 0 0
0,002 147,82 1,00217 0,00217 1,08500
0,004 148,04 1,00366 0,00366 0,91500
0,006 148,20 1,00475 0,00475 0,79167
0,008 148,22 1,00485 0,00485 0,60625
0,010 148,12 1,00417 0,00417 0,41700
0,015 148,10 1,00403 0,00403 0,26867
0,020 148,35 1,00576 0,00576 0,28800

A viscosidade intrinseca foi obtida a partir dos valores das viscosidades reduzidas
especificas em concentracdes diferentes, e extrapolando os dados para uma concentracao

zero usando uma regresséo linear (Figura 38).

—_

y=-82,237x +1,2564
R?=0,9949

(mL/mg)

Lco0oo0o =
[=3 X Ny . R

Viscosidade Reduzida

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
Concentragio (mg/mL)

Figura 38: Grafico da viscosidade reduzida versus concentragéo de amilopectina a 30,0 £ 0,1 °C.
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Neste estudo, o valor encontrado para a viscosidade intrinseca foi de 1,257 L.g™.

Este valor foi inferior aos valores reportados em outro estudo®’’

para solugdes de
amilopectina no mesmo solvente (90 % DMSO/H,0).
Sabe-se que a magnitude da viscosidade intrinseca é dependente de dois fatores: o

178 Assim, os

comprimento da cadeia (isto €, a massa molecular) e a rigidez da cadeia
baixos valores da viscosidade intrinseca para a amostra neste estudo sdo atribuidos a
flexibilidade da cadeia relativamente elevada e baixos valores de massa molecular, devido
ao tratamento de ultrassénico. Sendo assim, os resultados mostram que a amilopectina é
um polissacarideo altamente ramificado sensivel ao cisalhamento. O tratamento de
ultrassom nas cadeias causa grandes reducdes no volume hidrodindmico e isso pode causar
grandes reducdes na viscosidade da dispersao.

A partir do valor da viscosidade intrinseca encontrado determinou-se a
concentracdo critica (interpenetracdo) das cadeias (c*) da amilopectina tratada (ApT) que
foi igual a 0,795 mg.mL™.

A concentracdo critica (c*) distingue o regime diluido do regime semi diluido e

marca o inicio do emaranhamento do polimero*® *"®

. Quando c¢> c* (regime semi diluido)
os envolvimentos intermoleculares predominam o movimento molecular total dos
polimeros. J& quando ¢ < c* (regime diluido) as moléculas individuais estdo
estatisticamente separadas uma das outras™®.

Neste estudo, o valor para c* determinado indica que a amilopectina tratada (na
concentracdo de 4 mg.mL™) utilizada est4d em um regime semi diluido. Neste caso, as
cadeias de amilopectina isoladas em solugdo comegam a sobrepor-se e interpenetram,
indicando interagbes intermoleculares. Além disso, as cadeias de amilopectina
apresentaram mobilidade severamente limitada em comparacao com as solucdes diluidas.

Com este resultado fica evidente que os estudos referentes a relagcdo-estrutura do
biopolimero-metal devem ser realizados em uma concentracdo de amilopectina bem abaixo
da c*, ou seja, sera necessario fazer uma diluicdo da solugéo para que o comportamento da

solucéo seja semelhante a uma solucdo ideal.

6.6. OTIMIZACAO DAS REACOES DE COMPLEXACAO
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A otimizacdo das reacOes de complexacdo foi realizada através de planejamento
fatorial. *® Para k fatores, ou seja, k variaveis controladas pelo analista, um planejamento
completo de dois niveis exige a realizacdo de 2* ensaios diferentes.’® Para as reages de
complexacdo foram avaliados trés fatores: temperatura, tempo e concentracdo de metal,
estudados em dois niveis, sendo assim foi realizado um planejamento fatorial 2
acrescidos de 3 pontos centrais (Tabela V). Todos os experimentos foram realizados em
triplicata, e a resposta foi avaliada através do percentual de complexacdo e quantificada

através da titulometria.

Tabela VI1: Planejamento fatorial completo 2° com ponto central.

Experimento Temperatura (°C) Tempo (h) Massa (mg)
1 25,0 3 5
2 40,0 3 5
3 25,0 5 5
4 40,0 5 5
5 25,0 3 10
6 40,0 3 10
7 25,0 5 10
8 40,0 5 10
9 32,5 4 75

“ As concentracBes molares dos sais S0 apresentadas no Anexo 2.

Os dados obtidos do planejamento fatorial foram tratados por planilhas eletronicas
publicadas pelo Laboratorio de Quimiometria Teorica e Aplicada do Instituto de Quimica
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).'® Nesse tratamento de dados, 0s
efeitos das varidveis temperatura, tempo e concentracdo foram avaliados de forma
univariada e multivariada, o que corresponde a interacdes de até 32 ordem (efeitos das 3
variaveis ao mesmo tempo). Normalmente, os niveis dos fatores sdo nomeados pelos sinais
— (menos) para o nivel mais baixo e + (mais) para o nivel mais alto. Para os experimentos
no nivel zero, o nimero 0 (zero) é utilizado na nomeagdo. Os sinais para os efeitos de
interacdo entre todas as variaveis do planejamento, realizando todas as combinacdes
possiveis, sdo obtidos pelo produto dos sinais originais das variaveis envolvidas.

Através do planejamento fatorial obtiveram-se os seguintes resultados para os 12

sais usados no estudo da complexacdo com a solucdo ApT (Tabela IX). De acordo com as
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informagdes contidas na Tabela VIII, o experimento 7 possui melhor resposta para a
condicdo de otimizacdo desejada em todos os casos. O sal de acetato de chumbo
[Pb(CH3COO0);] ndo solubilizou nas condicbes estipuladas para esta analise, e mesmo

variando a concentragdo mostrou-se instavel, precipitando em alguns momentos.

Tabela VIII: Resultados das complexacdes (%) dos 12 sais com a amilopectina.

PbCl, Pb(NOs), FeCls Fe(NO3); Cu(NO3), CucCl,
1 35311 552+17 166 +£05 259+13 18,4+1,6 7,53%£0,6
2 2,04+13 6,62 +19 126+10 189+27 126 £1,6 11,7+14
3 4,64 +0,3 10,8 £ 0,6 115+13 350%20 38,8+0,8 103+11
4 4,27 +0,7 126+14 195+09 31,2+20 10,0+ 2,0 9,35+0,9
5 12,0+£0,3 7,11+£0,6 981+11 275+13 249+14 7,34+£0,8
6 10,8 +1,6 9,43+£0,9 135+16 16,710 26,4+0,8 11,1+£0,3
7 20,4+23 155+ 0,5 281+09 385%17 40,0+0,5 16,1 £ 0,7
8 6,26 + 0,6 9,32+0,3 135+0,7 151+17 8,95+ 0,6 10,8+0,3
9 6,74+0,4 8,23+18 154+0,2 149+0,2 12,8+1,0 8,14 +0,8
Cu(CH3COOQ), Cr3(CH3;COO);(OH), Cr(NOs); NiCl,  Ni(CH;COO), CoCl,
1 141+£10 234+£22 296+£23 19,7%£12 229+21 111+£12
2 10,1 +£0,7 27,8+0,2 157+20 130x04 176+1.2 6,35+1,2
3 141+10 29,8 +0,3 469+15 301+27 216 +17 175+12
4 123+£1,0 245+0,7 20017 190+£1,3 11,9+0,8 11,7+£0/4
5 9,09+0,9 455+0,2 353+41 20,2%0,2 20,7+0,8 9,70+1,0
6 6,61 +0,2 47,8+0,3 46,7+0,5 151+04 129+14 16,1+ 0,4
7 17,0+ 0,2 55,4+£0,7 540+£31 32,2%0,6 31,1+0,8 21,6 £0,2
8 9,22+0,5 48,7+0,2 225+32 106%17 141+0,8 143+0,2
9 10415 35,7+0,1 445+08 13,8+0,9 18,8 £0,7 145+0,6

O experimento 7 foi realizado a 25 °C (temperatura ambiente), por 5 horas e com
0,01 g de sal. Os efeitos das varidveis podem ser discutidos atraveés da Tabela X, que
mostra o efeito das variaveis no percentual de complexacdo de cada sal com a
amilopectina.

Para as posteriores andlises de caracterizacdo dos complexos, foram utilizadas
apenas as condicBes otimizadas definidas pelo tratamento dos dados do planejamento
experimental. Também foram preparadas solugbes contendo apenas a mistura de solventes

e o sal (brancos), a fim de avaliar a condutividade e o pH das mesmas antes e apos a

90



6. Resultados e Discussdo

complexacéo, para complementar a efetividade de complexagdo. Essas mesmas solucdes

foram utilizadas para as analises espectroscopicas.

Tabela 1X: Efeitos das varidveis no percentual de complexacdo de cada sal.

Pb(NO3); PbCl, Fe(NOs)3 FeCly Cu(CH3COO0), Cu(NO3),

Media das 9,23 7,65 23,04 15,58 11,25 19,86
complexagdes

1 -0,24 -4,32 -11,24 -1,72 -4,03 -16,03

2 4,88 1,80 7,74 5,02 3,16 3,87

3 1,44 8,75 -3,30 1,18 -2,18 5,12

12 -1,95 -2,94 -2,36 -1,60 -0,79 -13,91

13 -1,67 -3,39 -5,86 -3,71 -1,10 1,26

23 -0,75 0,13 -3,03 4,11 2,09 -5,01

123 -2,28 -3,50 -3,98 -7,55 -1,86 -2,43

CuCl, Cr(CH3;COO);  Cr(NOs)s NiCl, Ni(CHs;COO);, CoCl,

Media das 9,88 37,28 36,76 18,32 19,03 13,81
complexagdes

1 0,43 -1,35 -15,23 -11,11 -9,93 -2,83

2 2,23 3,49 4,03 5,99 1,13 5,47

3 1,63 22,97 11,57 -0,95 1,21 3,79

12 -3,54 -4,67 -13,97 -5,22 -3,40 -3,67

13 -1,21 -0,85 5,17 -2,23 -2,46 2,40

23 2,05 1,92 -6,77 -2,26 4,62 -0,40

123 -0,98 0,19 -7,44 -3,00 -1,24 -3,20

* A andlise de variancia para cada sal é apresentada no Anexo 3.

Os efeitos 1, 2 e 3 correspondem respectivamente as variaveis temperatura, tempo e
concentracdo do sal avaliadas univariadamente. Os efeitos de interagdo entre variaveis sdo
chamados de 12, 13, 23 e 123.

As respostas dos efeitos foram dadas em percentual em relacdo a média das
complexaces de cada sal com a amilopectina. O tempo (2) e a concentracdo (3) foram as
variaveis significativas que mostraram, na sua maioria, um efeito positivo no percentual de
complexacdo, assim como, a interacdo entre estas duas variaveis (23).

Esses efeitos positivos estdo relacionados aos fatores termodinamicos e cinéticos
das reacdes de complexacdo.’® ' No que se refere aos fatores termodinamicos, sabe-se

que a termodindmica nao leva em consideragédo o fator tempo, porém a concentracao é de
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total importancia no que se refere aos calculos das constantes de equilibrio e da taxa de
reacdo.'®

Os complexos se formam porque ha diminuicdo da energia livre do sistema,
possibilitando a reacdo um ganho de estabilidade. Esta estabilidade reacional ocorre porque
em certas reacdes a taxa € determinante para o alcance do equilibrio quimico, promovendo
uma estabilidade cinética maior. Por outro lado, a complexacdo € bastante limitada pelo
fator tempo, isso porque a concentragdo, o tamanho do ion metalico, assim como o alta
massa molecular da amilopectina influenciam no alcance do equilibrio quimico na
complexacdo, onde para alguns casos € necessario um maior tempo reacional para a
formagéo do complexo.

Para a maioria dos casos, quando a variavel 1 (temperatura) esta envolvida o efeito
torna-se negativo, mostrando que a variavel temperatura deve ser mantida ambiente. Sabe-
se que a temperatura influencia na taxa de solubilidade do sal, bem como ao estado
termodindmico de complexagdo. Porém para os complexos de amilopectina formados nesta
tese, dissolvidos em DMSO e H,0, observa-se o contrario. Isto reforca que a temperatura é
um indicativo da capacidade da amilopectina absorver agua a temperatura acima da
ambiente e formar um gel ou liquido viscoso, como resultado da pré-gelatinizagio,'®
devido suas cadeias ramificadas e a alta massa molecular. Uma caracteristica marcante da
sua estrutura de formar hidrogéis é consequencia da presenca dos grupos -OH. O aumento
da temperatura faz com que ocorra 0 empacotamento das cadeias poliméricas em razéo do
fato das ligacBes de hidrogénio que unem as moléculas se quebrem, favorecendo a
capacidade de hidratacdo das cadeias, o que ira refletir no grau de pré-gelatinizacdo e na
viscosidade da solucdo de amilopectina a temperaturas elevadas.®®

Conclui-se entdo que o experimento 7 mostra-se mais adequado para se obter
rendimento maximo na complexacdo de todos os sais com o polimero, visto que as
variaveis 2 e 3 estdo no nivel maior e a variavel 1 no nivel menor. Ou seja, a concentracao
e 0 tempo sdo varidveis significativas na complexacdo; e a temperatura é um efeito
negativo. A partir dessa conclusdo, todas as amostras de complexos utilizadas para as
analises posteriores serdo preparadas nas condi¢des do experimento 7.

A interpretacdo dessas diferencas pode ser realizada com sucesso com base no
principio HSAB (hard and soft acid and bases). Sabe-se que o anion (OH)" presente na
amilopectina (base de Lewis) € uma espécie dura de Pearson, ou seja, possui pequeno raio

atdmico, alta carga efetiva nuclear e baixa polarizabilidade.’® Embora possam existir
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excecOes, a regra geral dita que &cidos duros se ligam a bases duras. Dentre os metais
escolhidos para o estudo de complexacdo, os fons Cr** e Fe** (4cidos de Lewis) também
sdo espécies duras de Pearson®**, justificando o rendimento reacional maior, independente

do contra-ion.

6.7. EFEITO DO pH NA COMPLEXACAO DOS [ONS METALICOS NA
SOLUCAO DE AMILOPECTINA (ApT)

A influéncia do pH na capacidade de complexacdo dos ions metélicos € um fator
importante e deve ser investigado. A interacdo dos ions metélicos com 0s grupos
funcionais localizados no biopolimero pode ser fortemente sensivel aos valores do pH do
meio. Além disso, o pH do meio também afeta a solubilidade dos sais no solvente e o
estado de ionizacdo dos grupos funcionais.®” A capacidade de complexacdo dos fons
metéalicos além dos fatores termodinamicos e cinéticos discutidos anteriormente (item 5.3),
depende fortemente do valor do pH do meio, da atracdo eletrostatica dos grupos funcionais
da amilopectina carregados negativamente ap6s a desprotonacdo e também dos contra-

fons, como C1~, NO5 e CH,COO ™, ativos na reacéo de complexaco.'®®

A complexacdo com os ions metélicos envolvem hidrolise, complexacdo pelo
ligante, organicos ou inorganicos, reacfes redox, precipitacdo, concentracdo, tempo de
reacdo, entre outros.'®® A capacidade de interacdo dos fons metéalicos em DMSO aumenta
com o aumento do pH no processo de complexacdo, mas ndo em uma relacdo linear. A
valores de pH mais baixos, os grupos funcionais ou locais de interacdo, estariam
intimamente associados aos fons hidrénio (Hz0") e pode restringir o0 acesso aos sitios de
ligacdo dos metais, como resultado das forcas repulsivas.*® Por outro lado, o valor de pH
demasiado elevado pode causar a precipitacdo de metal como complexos metalicos. ™" 1%

A realizacdo desse experimento teve como objetivo avaliar as diferengas causadas
no pH das solugdes salinas (brancos) antes e apds a adicdo da amilopectina, para a
formacéo dos complexos. A Tabela XI mostra as medidas de pH realizadas em temperatura

ambiente.
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Tabela X: Medidas de pH das solugfes salinas e dos complexos de amido, bem como a
média de complexacao.

pH das solucdes pH dos Percentual de

Contra-ion
salinas complexos reducéo (%)

Sais de Fe**

Cloreto 5,73+0,03 4,92 + 0,05 14,2

Nitrato 5,15+ 0,05 4,52 + 0,06 12,1
Sais de Cu**

Nitrato 6,22 + 0,02 4,96 0,12 20,3

Cloreto 6,06 + 0,05 4,97 + 0,07 18,0

Acetato 9,20+ 0,01 8,59 £ 0,03 6,7
Sais de Cr**

Acetato 9,25+ 0,02 8,08 £ 0,02 12,7

Nitrato 5,77 +0,02 4,79 + 0,09 17,0
Sais de Ni**

Cloreto 8,60 £ 0,01 5,92 £ 0,02 31,2

Acetato 10,01 £ 0,04 9,74 £ 0,03 2,7
Sais de Co**

Cloreto 7,21 £ 0,02 5,46 + 0,08 24,3
Sais de Pb**

Nitrato 6,31 £ 0,02 5,60 £ 0,02 11,3

Cloreto 6,48 + 0,03 578+0,12 10,7

Como observado na tabela acima, ha um reducdo de pH do meio em todos os
complexos formados. Essa reducdo pode ser atribuida a reacdo de complexacdo, devido a
troca de alguns fons H* das hidroxilas da molécula de amilopectina pelos cations
metalicos, liberando fons H* e acidificando o meio.™*

Sabe-se que a formacdo do complexo depende pH da solucdo’™® devido ao
equilibrio quimico entre a amilopectina e o metal, bem como a participagdo do sitio ligante
bésico -OH e moléculas de agua presentes na esfera de coordenagdo do metal. Além destes

fatores, acredita-se que os contra-ions atuem também na reducdo do pH, visto os diferentes
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papéis dos anions na construcdo das esferas de coordenacdo interna e externa dos
complexos.

Observa-se que para os sais de cloreto e nitrato a reducdo do pH é mais evidente,
comparada com os sais de acetato. Isto porque, o anion acetato forma &cidos fracos e tende
a formar uma solugdo tampdo, além do seu poder ressonante que resulta numa maior
estabilidade do meio.

Quando analisada a relacdo pH e as médias de complexacdo, nota-se que para todos
0s sais de nitrato o pH fica proximo de 5, e sdo estas espécies (NO3)™ que apresentam uma
maior média de complexa¢do comparado com o0s demais &nions dos sais correspondentes.
O que prova mais uma vez, a eficicia do processo de complexacdo. Este comportamento
estd provavelmente associado a variacao das espécies de hidroxido-complexo formado que
facilitam a mobilidade em solucdo e, conseqiientemente, uma maior complexacao do metal

pelo biopolimero. Conclusédo também obtida por Rosa et al **

no estudo da diferenciacdo
de espécies metalicas labeis e inertes. Cabe salientar também que para todos os sais de
acetato estudados neste trabalho, o pH de formacdo dos complexos é relativamente alto,
comparado com os demais (acima de 8). Acredita-se que a reatividade esteja relacionado
com o tamanho do anion, o fato do acetato ser maior comparado com os demais anions
aqui estudados, dificulta a penetracdo nas cadeias do polimero, 0 que consequentemente,
diminui o poder complexante. Qualitativamente, os ions metalicos ligados ao ligante sdo
preferencialmente complexados por grupos funcionais de maior acessibilidade na

macromolécula.*®*

6.8. EFEITO DA CONDUTIVIDADE NA COMPLEXACAO DOS I(ONS
METALICOS NA SOLUCAO DE AMILOPECTINA (ApT)

A condutividade de uma solucdo depende da concentracdo do soluto e do nimero
de cargas presentes. A formacdo dos complexos da amilopectina com os sais metalicos é
evidenciada pela reducdo nas medidas de condutividade (Tabela XII), observado
anteriormente em outros estudos.?* ** 3

Essa reducdo pode ser explicada devido a redugdo de ions livres em solucédo
causada pela complexacdo. Neste trabalho, o solvente (DMSO/H,0) € utilizado como um

agente solubilizante para a amilopectina e os seus complexos, formando uma solucao

95



6. Resultados e Discussdo

estavel com a amilopectina. Ja para os complexos, o0 DMSO atua também como um

solvente competitivo, uma vez que também interage com os anions.**°

Tabela XI: Condutividades das solucdes salinas e dos complexos de amido.
Condutividade molar  Condutividade molar

Contra-ion (Anm) das solucbes (Am) dos complexos Méd~|a e
salinas (S.cm”mol™)? (S.cm?.mol™)° redugao (%)

Sais de Fe*

Cloreto 44,84 + 0,25 38,62 + 0,43 13,9

Nitrato 88,38 £ 0,27 79,22 +0,17 10,4
Sais de Cu**

Nitrato 55,63 £ 0,09 50,65+ 0,12 8,9

Cloreto 22,06 £ 0,05 18,78 + 0,46 14,9

Acetato 2,84 +£0,03 0,62 +0,01 78,0
Sais de Cr**

Acetato 20,22 £ 0,13 7,47 £0,19 63,1

Nitrato 81,32 +0,11 71,77 £ 0,33 11,7
Sais de Ni**

Cloreto 43,60 + 0,19 39,08 +0,11 10,4

Acetato 552 +0,03 3,92+0,01 28,9
Sais de Co**

Cloreto 49,62 = 0,05 40,10 £ 0,05 19,2
Sais de Pb*™*

Nitrato 63,39 £ 0,04 52,89 + 0,89 16,6

Cloreto 19,06 + 0,59 15,49 + 0,06 18,7

& Condutividade da mistura de solventes (DMSO 90%) é de 2,763 puS/cm.
b Condutividade da solucéo de amilopectina é de 7,193 uS/cm.

Os complexos de amilopectina com acetatos de Cu (1) e Cr (Il1) mostraram um
decréscimo de cerca de 70 % na condutividade em comparagdo com a solucao original de
sal. Nos outros complexos tais diminui¢Ges da condutividade foram cerca de 10 — 30 %.

Acredita-se que essas diferencas sejam decorrentes do fato da amilopectina

encontrar-se enovelada em solugdo e este enovelamento iria envolver interagdes nao-
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polares, com isto, os grupos hidroxilas da amilopectina ficariam expostos a uma melhor
coordenacdo com cations metalicos. Outra possibilidade é o fato dos granulos do amido
poderem ser penetrados pelos anions.**®

A Tabela XII revelou que a diminuigcdo da condutividade da solucéo de sal depois
da adicdo de amilopectina na complexacdo destes polissacarideos com os cétions é bastante
aleatéria. Portanto, pode ser provavel que o enovelamento da amilopectina leva a
conformacdes em que os grupos de hidroxila nos locais de coordenacdo sejam potenciais
ligantes envolvidos na formacdo das ligacdes de hidrogénio e/ou estejam escondidos
dentro de macroestruturas.

Além da coordenacdo, as alteraces na condutividade das solu¢bes podem resultar
de interacdes entre o grupo (-OH) ou (-O) e anions. Segundo Ciesielski & Tomasik®, os
cations Cu (1), Fe (111), Mn (1), e Ni (I1I) complexam a amilose e a amilopectina segundo
os resultados das medidas de condutividade, o estudo mostrou que a amilopectina
complexa com sais metélicos, e 0s anions acetatos formam complexos de maior extensdo,
devido a ndo penetracdo na esfera interna do complexo, em compara¢do com 0s nitratos e
cloretos, o que coincidem com os resultados obtidos no presente trabalho. Todos os valores
de condutividade expressos na Tabela XII foram subtraidos do valor de condutividade do
solvente puro (no caso das solucdes salinas) e da amilopectina pura em solucdo (no caso

dos complexos).

6.9. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A anélise termogravimétrica (TGA) tem sido utilizada frequentemente no estudo da
estabilidade térmica e da decomposicdo de polimeros, sendo ambas as propriedades
importantes do ponto de vista cientifico e industrial.**® A técnica examina a mudanga de
massa da amostra em fungdo da temperatura ou do tempo, enquanto é submetida a uma
programacéo controlada de aquecimento. A curva de termogravimetria derivada (DTG) é
um recurso matematico que representa a derivada da primeira curva, que apresenta o pico
méaximo de temperatura de degradacédo e a area desse pico é proporcional & perda de massa
naquele evento térmico.* 1*°

Para a solucdo de amilopectina tratada (ApT) (Figura 39), na temperatura de 71,83
°C a perda de massa foi de 90,02 %. Observa-se que a perda de massa ocorreu em uma

Unica etapa, na faixa de temperatura de 71 a 120 °C e esta relacionado a saida de agua da
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amostra, uma vez que as cadeias de glicose que constituem o biopolimero sdo interligadas
e enoveladas sobre si mesmas e apresentam diferentes graus de hidrata¢do, assim como a
decomposicdo inicial de matéria orgdnica remanescente do material, ndo havendo

decomposicéo de material residual.
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Figura 39: Resultado da TGA para a solucdo de amilopectina tratada (ApT).

A comprovacdo da coordenacdo da amilopectina com os ions metélicos pode ser
expressa pelas diferengas na decomposicdo térmica entre a amilopectina pura e
complexada com metais. Os graficos de DTG revelam que 0s picos de decomposicao
térmica de todos os complexos ocorrem em temperatura maior que aquela encontrada para
a amilopectina pura.

As curva TG/DTG da amilopectina e seus complexos de Pb*? mostram que as
substancias sdo termicamente estaveis até aproximadamente 40 °C. A partir dessa
temperatura, houve a perda de massa em uma Unica etapa. Este evento corresponde a

degradacédo do material (Figura 40).
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Figura 40: Representacéo do pico maximo de degradacéo da amilopectina e dos complexos de Pb*? através
da primeira derivada termogravimétrica.

O mesmo efeito observa-se com os complexos de Cu*? que, na presenca de CI',

resultaram na perda de massa de 95,77 % na curva TG e Tpicec DTG de 149,39 °C

(temperatura em que a taxa de perda de massa foi maior). Para o nitrato de cobre, a perda
de massa foi de 97,43 % na curva TG e Tpico DTG em 162,47 °C (Figuras 41). A Tabela
XI1 mostra os valores de degradagéo para os complexos.
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Figura 41: Representagdo do pico maximo de degradagdo da amilopectina e dos complexos de Cu*? através
da primeira derivada termogravimétrica.
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Tabela XI1: Resultados das analises de TG/DTG
Tmax (degradagio) (°C)

Amilopectina 123,81
PbCl, 132,32
Pb(NO3), 162,66
CuCl,.2H,0 149,39
Cu(NO3)2.3H,0 162,47

O efeito do contra-ion na complexacdo da amilopectina com sais compostos pelo
mesmo metal apresenta diferencas quanto a temperatura de decomposicdo térmica. Uma
tendéncia dependente do contra-ion (&nion) é facilmente observada (Figura 42) nas curvas
de perda de massa em funcdo da temperatura, onde 0s complexos que possuem 0 anion
nitrato em sua composic¢do adquirem estabilidade térmica adicional.

Estudos similares™®® 197 1

sobre o efeito dos contra-ions sugerem a formacéo de
ligages de hidrogénio entre os &nions nitrato e moléculas de 4gua. Aqui, acredita-se que
essas ligacOes de hidrogénio sé&o formadas entre os anions nitrato e as hidroxilas que

compdem as unidades glicosidicas da amilopectina, atribuindo resisténcia térmica a esses

complexos.
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Figura 42: Perda de massa em funcdo da temperatura para a amilopectina e seus complexos.
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O que mais uma vez comprova que os complexos de sais de nitrato possuem uma
estabilidade maior, devido provavelmente as ligacdes de hidrogénio e compactacdo das
cadeias poliméricas. Além de uma média de complexacdo maior comparada com os demais
sais estudados, o estudo da viscosidade aparente mostrou que sais de nitrato possuem uma

estabilidade maior, pois apresentam uma viscosidade mais proxima da solucao tratada.
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6.10. ANALISE ESPECTROSCOPIA DE UV-VIS

As analises do espectro no UV-Vis permitem reconhecer quais sdo as bandas de
transicdo, verificar suas modificacfes de acordo com as espécies complexadas vai sendo
formadas ou desfeitas. Além de informar em especial no caso dos metais de transi¢do sobre
a coordenacdo destes metais, uma vez que a absorcao na regido do ultravioleta e do visivel
é quantizada, também informam a dependéncia da estrutura eletrénica analisada. Através
desta técnica podem ser obtidos dados comparativos relacionados com o ligante puro e na
presenca dos ions metalicos, tém a finalidade de identificar as transi¢cGes especificas
referentes aos complexos formados'®®

Assim, a espectroscopia de UV-Vis possibilitou a visualizagdo dos picos
caracteristicos de absorcdo dos metais estudados antes e apds a complexacdo. Na Tabela
XI11, a coordenagéo de ions metélicos causa um deslocamento no comprimento de onda de
absorcéao e/ou diminuicéo da intensidade da banda.”*

Além disso, para alguns metais observa-se mais de um pico de absorcdo, devido a
configuracdo dos orbitais d. De acordo com a literatura'®® metais com configuragéo d*, d*,
d°, d® e d° apresentam apenas uma banda de absorcdo, como verificado para os complexos
de Fe**(d°) e Cu**(d*); aqueles com configuragdo d?, d*, d’ e d® apresentam trés bandas de
absorcdo, sendo a terceira de dificil deteccdo, confirmado para os complexos de Ni (d®),
Co*(d") e Cr¥*(d®. Sugere-se que a segunda banda de absorcdo nas regides de
comprimento de onda de 410 e 771 nm, aproximadamente, é devido ao fato da reacédo estar
se deslocando para ao equilibrio quimico, devido a labilidade destes metais com o
biopolimero, e a0 empacotamento das cadeias. Os espectros eletrénicos dos ions metélicos

encontram-se no Anexo 4.
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Tabela X111: Analise UV-Vis comprimento de onda (nm) e absortividade molar (cm™.mol’
! L) maxima das solucdes salinas puras e dos complexos®

Contra-ion Solugdes salinas Complexos
Anmax Emax Amax €max
Sais de Fe*
Cloreto 331,2 311,33 330,7 188,67
Nitrato 310,6 415,50 309,9 470,00
Sais de Cu™*
Nitrato 860,0 29,39 855,1 32,12
Cloreto 884,9 68,30 884,8 63,19
Acetato 729,1 91,50 717,8 83,50
Sais de Cr’*
Acetato (pico 1) 4447 123,85 4429 120,00
Acetato (pico 2) 588,8 122,31 588,8 111,54
Nitrato (pico 1) 440,0 19,50 436,5 21,00
Nitrato (pico 2) 619,3 18,00 619,3 17,00
Sais de Ni**
Cloreto (pico 1) 4149 9,41 413,8 12,65
Cloreto (pico 2) 774,7 3,82 770,8 3,88
Acetato (pico 1) 404,7 12,19 403,2 18,12
Acetato (pico 2) 739,8 5,00 739,8 5,00
Sais de Co”*
Cloreto (pico 1) 534,6 15,75 534,1 13,03
Cloreto (pico 2) 669,9 6,97 669,8 3,94

a ~ ™ P - ~ ~
Por ndo absorver na regido visivel os complexos contendo o fon Pb** n&o est&o na tabela.
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6.11. ANALISE DA ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

Algumas investigagdes'® 2% 30 2. 34 132

indicam que a amilopectina tem o
extraordindrio poder de formar os complexos em H,O/DMSO com varios metais. O
surgimento de métodos quimicos estruturais, tais como espectroscopia de infravermelho
como a transformada de Fourier (FTIR), permitiu atribuir a ligagdo — O — H, caracterizar o
metal de coordenacgdo, monitorar a conformacéo do ligante e/ou alteragbes de configuracédo
forgados pelos processos de complexacao.

A espectroscopia de IR é amplamente utilizada para estudar a composi¢do de um
sistema de biopolimeros com metais, a orientacdo molecular e as interagdes e transicées
conformacionais do polissacérideos em solugdo.’® Espera-se que a solucdo de
amilopectina tratada (ApT) interaja com os ions metalicos causando perturbacdes nas
bandas, sendo a banda de maior interesse é aquela que caracteriza as ligacbes —O-H, isto
porque se existe a complexacdo do biopolimero com o metal isto ird causar um
deslocamento ou auséncia nas bandas, devido a interacdo do polimero com o ion metalico.

De acordo com a literatura®® ***

0 espectro a-D-glicose contém as seguintes bandas
caracteristicas (cm™): 3440 v (OH), 2928 v (CH), 1648 & (O-H), 1432 & (OH), 1008 v (C-
0), 929 6 (C-O-C). As bandas de IR caracteristicos da amilopectina tratada sdo mostradas

na Tabela XIV.

Tabela XIV: Bandas caracteristicas do IR para a amilopectina em solucao.

cm™ Atribuicéo Intensidade ©
3430 v(OH) i
3000 w(CH) i
1654 5(OH) ff
1435 5(OH) m
1017 w(CO) f
932 5(C-0-C) m

f= forte; m= médio; ff= fraco

Os dados espectroscopicos de FTIR foram obtidos através do equipamento Bruker
Modelo Alpha-P de Mdédulo de ATR (Refletancia Total Atenuada). Os espectros foram

obtidos com resolucdo espectral de 4 cm™. Paralelamente foi feito o tratamento dos dados
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utilizando a ferramenta estatistica i-PCA (analise por componentes principais por
intervalo), através do software MATLAB® (The Mathworks, Inc.). Similar ao PCA
(analise por componentes principais), o i-PCA permite a visualizagdo gréfica de todo o
conjunto de dados, mesmo quando o niimero de amostras e variaveis elevadas. 22

Observa-se que as bandas na regido abaixo de 1000 cm™* sdo atribuidas a
“impressoes digitais” do esqueleto da molécula e no caso a ligagdo C — O — C no esqueleto.
As bandas por volta de 800 — 900 cm* caracteristicas da regi&o anomérica, ou seja, ocorre
a distincdo entre as configuracdoes a ou S da molécula. No caso da amilopectina tem-se a
configuracéo a.?*

Na regido entre 1000 — 1100 cm * foram observadas bandas de vibracdes do anel
de seis atomos (como no mondémero de glucose) de estiramento de grupos laterais (C —
OH) e por vibracdes de ligacGes glicosidicas C — O — C (éter) dependendo de deformacéo
axial (simétrica ou assimétrica) essas bandas irdo se deslocar.?** Na regido entre 1250-1400
cm ' obtiveram-se bandas atribuidas ao estiramento da ligages C — O, com alguma
contribuicdo do estiramento C — OH. As bandas na regido entre 2800-3000 cm* sdo
atribuidas ao estiramento da ligagdo C — H. Em 3500 — 3330 cm* foi observada uma banda
alargada atribuida ao estiramento assimétrico do grupo O—H do monémero glicosidico, da
agua presente no solvente e dos grupo complexados ao metal, estando o mesmo
relacionado as ligacdes de hidrogénio.

Na Figura 43, o espectro dos sais de cromo é observado. Nele podemos observar
que para este complexo, a banda atribuida ao estiramento da ligagdo — OH da solucédo de
amilopectina tratada (ApT) ocorre praticamente na mesma regido que o sal de acetato
(CH3COO) e para o sal de nitrato (NO3)" houve um pequeno deslocamento, podendo ser
uma mudanca na conformacédo. Observa-se a formacéo de uma distorcdo em 0,089 nm, no
espectro do complexo de (CH3COO) e para a solugdo de ApT. E uma distorcdo menos

exposta em 0,110 nm para o complexo de (NO3)".
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Figura 43: Espectros dos complexos de cromo.

Na Figura 44, no espectro dos sais de ferro, observa-se que para ao sal de CI', tem

uma intensidade levemente maior, referente a banda atribuida ao estiramento da ligagdo —

OH, comparada com o sal de (NO3)". Além disso, cabe salientar que é o Unico complexo

onde a banda da solugdo de ApT é maior. Observa-se a formacdo de uma distor¢cdo em

0,100 nm, no espectro do complexo de CI" e para o complexo de (NO3)". E uma distor¢éo

na banda de 0,085 nm para a solugao de ApT.
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Figura 44: Espectros dos complexos de ferro.
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Na Figura 45, no espectro dos sais de cobre, observa-se que ocorre uma diminui¢ao
das bandas, referentes ao estiramento da ligacdo — OH, a maior intensidade é para a
solugédo de ApT, havendo um decréscimo desta banda para o sal de CI, seguida dos sais de
(NO3) e (CH3COQ)". Observa-se a formacédo de uma distorcdo em 0,085 nm para a solucéo
ApT, em 0,078 nm para o complexo de CI, em 0,065 para o complexo de (NO3) e em
0,056 nm para o complexo de (CH3;COO)".
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Figura 45: Espectros dos complexos de cobre.

Na Figura 46, no espectro dos sais de chumbo, observa-se que o sal de CI’, tem uma
intensidade levemente maior, referente a banda atribuida ao estiramento da ligacdo — OH,
comparada com o sal de (CH3COQ) e (NO3). Evidencia-se a formacdo de uma distor¢éo
em 0,086 nm para a solugédo ApT, em 0,070 nm para o complexo de CI’, em 0,060 nm para
o complexo de (CH3COO) e em 0,054 nm para o complexo de (NO3)".
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Complexos de Chumbo

Vibragoes | — aemo
doanel | | noee
(3]
‘C
[
<«
2
o
8 1 36’00 33’00
< 034
0,2 -1 v -OH v-C-O
i 3500-3350 1400-1250
0.1 v-C-H
i 3000-2800
O‘O T T //|L‘ T T
4000 3000 2000 1000

. "Impressdo de digital*
Numero de onda (cm™) P g

Figura 46: Espectros dos complexos de chumbo.

Os espectros de infravermelho de todas as amostras sdo muito similares, o que
sugere que em todos o0s casos ha a coordenagdo da amilopectina ao metal, formando um
quelato ou complexo. H& grande concordancia entre as bandas da solugdo de amilopectina
e seus complexos. Havendo apenas um pequeno deslocamento para os sais de cromo.
Dessa maneira pode-se concluir que a estrutura da amilopectina ndo induz mudancas no
seu espectro de infravermelho comparado com suas complexagdes, ou seja, ndo houve
mudangcas estruturais e sim conformacionais, com pequenas mudancas na intensidade.

Observou-se ao longo das analises a formacgdo de uma distorgdo na regido entre
3500 — 3330 cm %, atribuida ao estiramento da ligacdo — OH, das ligacées de hidrogénio

intermolecular.
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6.11.1 Tratamento dos dados utilizando a ferramenta estatistica i-PCA

A ferramenta estatistica i-PCA (analise por componentes principais por intervalo),
realizado através do software MATLAB® (The Mathworks, Inc.) permite a visualizagéo
grafica de todo o conjunto de dados, mesmo quando o nimero de amostras e variaveis é
elevado.”® O uso dessa técnica estatistica tem como objetivo principal aumentar a
compreensdo do conjunto de dados, examinando a presenca ou a auséncia de similaridades
entre as amostras. A vantagem do i-PCA na comparacdo de dados espectrais é a
possibilidade de avaliar o conjunto de dados em intervalos especificos (i= 1, 4, 8, 16, etc),
podendo limitar qual a faixa (no caso, nimeros de onda) que se deseja estudar.

Para facilitar a discussdo de resultados™®, foi utilizado a ferramenta estatistica de
separacédo por similaridade, i-PCA. As Figuras 47 e 48 apresentam o espectro completo (i=
1) e 0 i-PCA respectivamente; esse modelo ndo foi considerado adequado, visto que nao ha
como distinguir em quais bandas do intervalo espectral a distingdo entre o polimero de
amilopectina em solucdo (ApT) e os complexos sdo vistos, mesmo que a separacao seja

nitida.
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Figura 47: Nmero de CP’s (componentes principais) x intervalo de avaliagdo (i=1)
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Figura 48: CP1 x CP2 do polimero e seus complexos em todo intervalo espectral (3995,99 — 399,84 cm™).

Visto isso, 0 modelo de i-PCA foi dividido em 16 intervalos (i= 16), mostrando-se
mais adequado para o melhor detalnamento das diferencas observadas nos espectros
(Figura 49).
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Figura 49: Nmero de CP’s x intervalo de avaliacdo (i=16).

De acordo com a Figura 49, constata-se que os intervalos de 6 — 10 necessitam de
um numero elevado de CP’s para expressar a variancia explicada, devido ao excesso de

ruido e de pouca representatividade do intervalo completo.
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De acordo com a literatura 2% 296 207

e como observado na Figura 50, ha uma
distincdo entre o polimero puro e os complexos na regido do intervalo 3, as quais podem
ser atribuidas as vibracgdes de estiramento assimétrico dos grupos hidroxilas do polimero e
do deslocamento dessa banda causado pelos grupos hidroxilas complexados ao metal.
Pode-se observar a relagdo dos anions na formacéo dos complexos, segundo Berezin et al®®
as posicOes das bandas eletrdnicas no espectro de absorcdo depende apenas da natureza do

anion na esfera de coordenacao.

x10” I3, Var 315471, Wav. 3546,993323-43
c
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KoCr
[
v 0
O
NOFEE
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-
_E L 1 1 1 Srhi
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PCH1

Figura 50: CP1 x CP2 do polimero e seus complexos no intervalo 3 de 3546,99-3323,42 cm™.

Pode-se evidenciar outra clara separacéo no intervalo 14, regido onde se caracteriza

0 pico referente ao estiramento C - O do amido,?*” %°

hidroxila (Figura 51).

indicando a desprotonacgéo do grupo
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Figura 51: CP1xCP2 do polimero e seus complexos no intervalo 14 de 1071,98-848,41 cm™.

No intervalo 15, regido que compreende o intervalo 846 — 623 cm™, nota-se outra

distingéo, devido ao surgimento da ligagéo M - O (Figura 52).2

Int15, War. 2189-2355, Wav. 846.975623.41
0.1
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Figura 52: CP1 x CP2 do polimero e seus complexos no intervalo 15 de 846,98-623,41 cm™.
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O uso dessa técnica estatistica proporcionou uma melhor compreensao do conjunto
de dados, extraidos do FTIR. Fica evidente que houve a formacao de complexos através da
desprotonacao do grupo hidroxila do polimero e também através da interacdo com o metal
complexado, através da ferramenta estatistica i-PCA (analise por componentes principais

por intervalo).
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6.12. ANALISE DA SOLUCAO ApT ATRAVES DO ESPALHAMENTO DE LUZ

As medidas de espalhamento permitiram a determinacdo das intensidades da luz
espalhada (1) juntamente com a avaliagdo de tamanho, forma e o indice de polidisperséo
(PD.I) da amilopectina e dos complexos formados. Diferentes resultados foram
encontrados de acordo com a concentragdo de amilopectina, bem como do metal
complexado.

O Espalhamento de Luz Estatico, através do método de Zimm,*® foi utilizado para
caracterizacdo da amilopectina em solucdo (ApT). As concentragdes variaram entre 0,1 e
1,0 mg.mL™, & temperatura de 25 °C.

Para a obtencdo do gréafico de Zimm, a intensidade foi medida a temperatura de 20
°C em intervalos angulares de 10° entre os angulos de 35° e 135° para cada amostra. O
tolueno foi usado como padrdo para determinacdo da razdo de Rayleigh. Para o calculo da
constante optica K, o incremento no indice de refracdo em funcdo da concentragdo foi
obtido refratometricamente (Brookhaven Instruments BI-DNDCW) para as mesmas
concentracdes a 620 nm com dn/dc = 0,074 mL.g™ & temperatura de 20 °C.

Através da relacdo de Zimm os valores da M,,, A; e Rg foram determinados a partir
do SLS para a solucéo de amilopectina. A massa molecular obtida foi de 5,61 x 10° g.mol™
(com erro associado de + 1,9 % para ambas as extrapolagdes - concentracdo e dependéncia
angular) e com raio de giro de 60,0 £ 3,1 nm. Com este valores pode-se concluir que o
tratamento ultrassénico foi bem sucedido, pois houve uma reducdo na massa molecular. Na
literatura os valores encontrados variam entre 1 x 10" — 1 x 10° g.mol ™. 3 209 210

Além da analise de Zimm, foi feita a analise do raio de giro pelo método da
dissimetria angular, sendo o valor do raio de giro obtido de 108,68 nm. Este ultimo valor é
considerado mais correto pois a metodologia de Guinier utilizado no grafico de Zimm
pressupde que a particula tenha uma dimensdo em torno de 50 nm (g.Rg << 1), enquanto
que o método da dissimetria angular pressup8e que a particula possua dimensao maior, em
torno de 100 nm (g-Rg < 1), o que € mais proximo do tamanho as particulas aqui estudas.

O segundo coeficiente virial € um parametro que avalia a qualidade do solvente
para o polimero em solucdo e esta relacionado a interacdo entre soluto e solvente, quanto
maior o seu valor, maior ser4 essa interacdo. O valor encontrado foi de 1,33 + 0,86 x 10
cm®mol.g? sendo que o valor positivo significa que temos um bom solvente para o

polimero em estudo, havendo pouca ou nenhuma formacao de agregados e precipitados.
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Neste caso as dimensdes de cadeia sdo somente dependentes dos comprimentos de ligagédo
e angulos de ligacdo da macromolécula.

Em contrapartida, analises pelo método de Berry também foram realizadas, modelo
bastante utilizado para polimeros de cadeias ramificadas,®® os valores da M., A; e Ry
foram determinados a partir do SLS para a solugdo de amilopectina tratada. A M,, obtida
foi de 9,9 x 10° g.mol™ (com erro associado de + 1,6 % para ambas as extrapolacdes -
concentracdo e dependéncia angular), com Ry de 100,0 + 1,6 nm e o valor do A; foi de 9,9
+ 0,54 x 10 cm®mol.g™.

Embora os resultados pelo método de Zimm seja usualmente utilizado em muitos
trabalhos com amidos, acredita-se que o resultado obtido pelo grafico de Berry mostra-se
mais apropriado, pois a amilopectina possui elevadas ramificacdes, e com isto, podemos
esperar que o perfil de densidade dos segmentos se aproxime de uma esfera com duas
diferengas essenciais, a primeira sdo as cadeias exteriores oscilando em torno da cadeia
principal e a segunda, sdo cadeias flexiveis e ndo rigidas, o que facilitaria na complexacgéo
com os sais metalicos utilizados neste trabalho. Considerando assim a cadeia polimérica
como uma cadeia “macia”.’”® Além do R, assemelhar-se ao obtido pelo método da
dissimetria (108,68 nm), como ja discutido anteriormente.

No estudo para determinar o tamanho real da amilopectina, através do Ry, x g, foram
usadas as concentracbes 0,04, 0,06 e 0,08 mg.L™. Extrapolando-se estes valores de
concentracdo para concentracdo zero (diluicdo infinita) obteve-se o valor de raio
hidrodinamico igual a 202,89 nm.

De acordo com Figura 53 observa-se que o raio hidrodindmico aumentou, com o
decréscimo da concentracdo para 0s angulos baixos e manteve-se praticamente 0 mesmo

para 0s demais angulos.
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Concentragdo das solugdes x Raio hidrodindamico (nm)
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Figura 53: Relagdo da concentracao da solucdo de amilopectina em fungdo do raio hidrodindmico (nm) para
diversos angulos.

O mesmo pode ser observado na Figura 54, onde a intensidade de luz emitida foi
maior para as solugdes de amilopectina mais diluidas, para baixos angulos, mantendo-se
praticamente a mesma para os demais angulos.

Concentragdo das solugoes x intensidade (kcps)

——

Intesidade (kcps)
o b NWw R v N @

= 0,08 mg.mL-1 Angulo

115°
125°
m 0,06 mg.mL-1

» 0,04 mg.mL-1

Figura 54: Relacdo da concentracéo das solugdes em funcéo da intensidade (Kcps) para diferentes angulos.

De acordo com a Figura 55, observa-se que a polidispersdo aumentou com o
aumento da concentragao.
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Concentracao das solugdes x Polidispersao
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Figura 55: Relacdo da concentracdo das solugdes em funcéo da PD.I para os diferentes angulos.

Combinando-se os resultados de espalhamento de luz estatico e dindmico através
do calculo do parametro sensitivo (equacdo 52), o valor obtido para a amostra de solucao
tratada é de p= 0,72 demostra, de acordo com a Tabela Il (pag. 54), que a amilopectina em
solucdo encontra-se como uma esfera rigida homogénea, mas devido a dindmica interna
(entrelacamento e mobilidade) com os movimentos entre as cadeias que podem se estender
ou contrair com a complexacédo, acredita-se que ele se encontre como uma esfera néo
rigida. O mesmo pode ainda ser mostrado, a partir da c*, 0,795 mg.mL™, sendo que ela é
menor que a concentracdo da solucdo de amilopectina, e neste regime a solugdo é chamada
semidiluida, neste caso as cadeias encontram-se sobrepostas e se entrelagam, com a
mobilidade extremamente reduzida se comparada com as solucdes diluidas, como o
esperado, pelo fato da amilopectina ser um polimero altamente ramificado.

Para um estudo mais detalhado da solucdo tratada, de concentracdo inicial de 4
mg.mL™, usou-se entdo 1 mL desta solucdo dissolvida em 5 mL (0,66 mg.mL™) do
solvente, com a qual foi determinada a dimenséo fractal do polimero em solugdo. Devido a
complexidade da amilopectina a dimensdo fractal proporciona uma melhor informacao
sobre a forma que se encontra a amilopectina em solucdo e o grau de complexidade da
estrutura macromolecular no meio solvente. Através da analise de Espalhamento de Luz,
podemos observar que a solucdo de amilopectina possui uma dimensdo fractal (df) de
1,690, o que de acordo com a Tabela I (pag. 49) indica que ela se encontra como um objeto
2D com superficie fractal em solucéo. Isto € esperado, uma vez que a amilopectina é um
polimero ramificado. Abaixo segue o fluxograma (Figura 56) dos resultados obtidos para a

solucdo de amilopectina tratada.
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Figura 56: Fluxograma com os valores obtidos para a solucdo tratada de amilopectina.

6.12.1. Analise dos complexos formados quanto as dimensdes através da técnica de

espalhamento de luz

Para o preparo dos complexos usou-se a menor concentragao para se obter um valor

de intensidade adequado. Para a maioria dos complexos usou-se de 8 a 12 gotas do

complexo formado (item 6.2) na solucdo de amilopectina (ApT) cuja concentragédo foi de

0,66 mg.mL™. Na tabela XV, encontram-se os resultados obtidos quanto ao Ry, Rq, df € p,

para todos os complexos formados.
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Tabela XV: Valores obtidos dos complexos metalicos formados com a amilopectina da
solucdo ApT.

R (nm) Rg (nm) Dimenséo Parametro

Dissimetria fractal (ds) sensitivo (p)
(log I x log q) Ry/Rn
Solucdo de Amilopectina 151,0 108,68 1,7 0,72
Cr(CH3;COO); 196,3 64,6 1,2 0,33
Cr(NO3)3 206,7 91,3 1,1 0,44
Fe(NO3); 491,8 100,1 2,4 0,20
FeCls; 487,2 106,5 2,2 0,22
Cu (CH3COO0); > 1000 177,5 2,7 0,16
Cu(NOs3), 207,5 36,5 1,1 0,17
CuCl, 2427 36,8 1,3 0,15
Pb(CH;COO0), 400,9 78,2 1,6 0,19
Pb(NO3), 232,1 62,8 1,4 0,27
PbCl, 279,1 43,2 1,3 0,15

Como discutido a dimensdo das particulas, dada pelo Ry, esta relacionada com as
interacBes dindmicas entre as particulas em suspensdo e o solvente, a uma dada
temperatura.™®” Fica evidenciado, que para todos dos complexos formados houve um
aumento do Ry, comparando-se com a solucdo de amilopectina na auséncia de metal. Este
resultado evidencia a presenca do ion metélico complexado com a amilopectina, mudando
o tamanho e a forma do complexo formado. O que vai ao encontro dos resultados obtidos
na viscosidade (item 6.4.3). A insercdo do ion metalico da cadeia polimérica modifica a
forma e a viscosidade da solucdo Ap devido ao aumento da massa molecular da solucao
Ap, ao empacotamento das cadeias poliméricas e a interacdo do ion metalico com as
cadeias do polimero.

Fisicamente, o Ry € a medida das médias dos raios da estrutura a partir do seu
centro de massa. Para uma cadeia polimérica isso significa a média das distancias de cada
um dos segmentos da cadeia ao seu centro de massa. O Ry da amilopectina foi determinado

através do método de dissimetria angular. Observou-se que houve uma reducdo
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significativa do Ry dos complexos, quando comparado com os valores obtidos para a
solucdo de amilopectina na auséncia de metal. Os valores de Ry sdo0 menores do que 0s
valores de Rp. Isto pode se deve ao fato da macromolécula estar mais rigida ou
“endurecida”, devido ao entrelacamento e as interagdes das cadeias do polimero com o
metal. Outro fator que pode ser analisado € a interagdo do contra-ion do sal metélico com a
amilopectina em solugdo, como discutido anteriormente em outros resultados. As
interacOes inter e intramoleculares (metal-polimero-solvente) forma geometrias diferentes
para cada complexo, pelo fato, provavelmente, de completarem a esfera de coordenagéo
interna e externa do metal.

Para a maioria dos casos, quanto maior for a eletronegatividade do metal e maior o
tamanho do contra-ion, maior sera a rigidez da macromolécula em solucdo. Pode-se
mencionar os efeitos da atracdo entre a macromolécula e o ion metalico e sobre o0s
mecanismos de contracdo da estrutura macromolecular que é ramificada, em solucdo. A
Figura 57 ilustra de forma comparativa os dois tipos de raios obtidos pelas técnicas de

espalhamento de luz.

e O I
. ‘\‘QQ’A
AL N

Figura 57: Comparagdo entre o Raio de giro (Ry) e Raio hidrodindmico (R,) de um segmento da cadeia
polimérica de amilopectina com a cadeia entrelagada.

-~

A reducdo da di seria outro fator que poderia ser explicado devido a
eletronegatividade do metal e do contra-ion ou 0 modo de interpenetracdo na amilopectina
com 0s mesmos, alterando a topologia de cada complexo em estudo. Acredita-se que a
solucdo de amilopectina ao ser complexada, pode passar da forma de uma esfera nédo
homogénea para uma forma mais proxima de um bastéo, devido a uma maior compactacao
das ramificacdes do polimero pela presenca do ion metalico. A viscosidade, discutida
anteriormente, reflete esta ideia, pois a mesma diminui para todos os complexos metalicos,

quando se compara os dados da macromolécula na presencga do ion metélico e na auséncia
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do mesmo. A Figura 58 ilustra os diferentes formatos hipotéticos em que o complexo

poderia ser encontrado.

Figura 58: Forma que o novelo polimérico poderia ser encontrado com o metal.

O parametro sensitivo de forma p é um pardmetro adimensional que conduz a uma
importante indicacdo da topologia das particulas espalhantes em uma solucdo. Podemos
argumentar que neste estudo, para todos os complexos metélicos formados com a solucao
de amilopectina, houve uma redugdo nos valores do parametro sensitivo de p para 0s
complexos, quando comparados aos valores obtidos para a solugdo polimérica na auséncia
do ion metélico. A reducdo dos valores do parametro sensitivo p, indica a evolugdo de uma

topologia em 2D ou 3D, correspondendo a uma estrutura do tipo bastao.
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6.13. MONITORAMENTO CONTINUO ON-LINE DA MODIFICACAO DE
BIOPOLIMERO RAMIFICADO E PREPARACAO DE SEUS COMPLEXOS
METALICOS

O objetivo principal do Doutorado Sanduiche foi complementar a seqliéncia de
estudos ja realizados no projeto de Tese de Doutorado, proporcionando o aprimoramento o
conhecimento cientifico relacionado com a técnica de Espalhamento de Luz e com o
Monitoramento Continuo on-line, uma vez que ndo existe na literatura um estudo
aprofundado do monitoramento da complexacdo de metais com biopolimero ramificado
utilizando estas técnicas.

Para obtencdo do objetivo principal utilizou-se solucdo Ap (item 5.3), com
ultrassom para miniaturizacdo de sua massa molecular, em solvente organico. O processo
de obtencdo das diversas massas moleculares durante o tratamento ultrassonico foi
realizado pelo monitorado por SMSLS com detec¢do on line. Além disso, foi investigada a
capacidade complexante do biopolimero frente a diferentes ions metalicos, por metologia
de Espectroscopia de Espalhamento de Luz (DSL e SMSLS) e Espectrocopia de UV-Vis e
posterior anélise dos resultados. O estudo de complexacao ocorreu com os sais de CuCl, e
Cu(COOQOH),, devido sua atividade biolégica em organismos vivos e também, pela
existéncia do ion cobre em muitos produtos cosméticos.

O projeto contemplou o uso da técnica de SMSLS, uma valiosa ferramenta utilizada
para monitorar a evolu¢do molecular de amostras multiplas, em tempo real, por meio de
Espalhamento de Luz Estatico (SLS).

6.13.1. Estudo da estabilidade do biopolimero e os efeitos do uso do

ultrassom para a miniaturizacgao

Através da técnica de DSL pode ser visto que a metodologia aplicada para a
reducdo da massa molecular de Ap, como mostrado na Figura 59 por meio de ultrassom, é
bastante apropriada para reduzir e controlar o tamanho do polimero e o massa molecular

(My,) da cadeia polimérica do biopolimero na solugdo Ap.
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Resultados da M obtidas a partir da intensidade do DSL
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Figura 59: Resultado da massa molecular (M,) para a solugdo de Ap, em diferentes tempos e
frequencias, a temperatura ambiente.

A reducgédo da massa molecular (M) e o raio hidrodindmico (Rp) da solugdo Ap
foram observados em funcdo da intensidade de luz espalhada (Eg. 28) e da frequéncia do
ultrassom aplicado. Pode-se observar (Figura 59) que ndo houve variacdo significativa na
massa molecular da solucdo Ap, em relacdo ao tempo de analise posterior ao preparo da
solucdo, ou seja, ndo ocorre degradacdo da solucdo polimérica.

Como pode ser visto na Tabela XVII, é observada uma ligeira diminui¢cdo no pH
das solucdes tratadas com a técnica de ultrassom em comparagdo com a solugdo Ap. Além
disso, € observado um aumento na condutividade. Sugere-se que durante o ultrassom
ocorre a formacgdo de radicais livres que causam um aumento na condutividade e uma
diminuigédo no pH. Ou seja, 0 aumento da intensidade do ultrassom causou um aumento da
intensidade da cavitacdo, responsdveis pela formacdo dos radicais livres. Podemos
observar que alguns dos resultados obtidos se aproximam dos resultados obtidos nas

analises realizadas na UFRGS. Acredita-se que esta diferenca ocorre devido ao fato do
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sistema de ultrassom ter sido realizado num sistema aberto, mas de mesma magnitude. Ao

contrario do ultrassom da UFRGS que é um sistema fechado.

Tabela XV|I: Resultados obtidos a partir da analise do DSL no primeiro dia.

Amostras pH  Condutividade (uS) T (C) Rh (nm) M,, (g/mol) PD. I
Solucéo Ap 8,78 0,819 22,0 171,3 5,12 x 10° 0,391
Solvente 8,46 1,194 - - - -

1 min 30% 8,14 1,261 23,8 52,0 5,97 x 10° 0,146
1 min 60% 7,90 1,255 28,9 56,8 5,76 x 10° 0,176
1 min 80% 7,71 1,241 35,3 55,5 7,15 x 10° 0,183
1 min 100% 7,20 1,144 45,9 74,4 1,23 x 10° 0,196
2 min 30% 7,63 1,130 30,3 52,1 9,68 x 10 0,186
2 min 60% 7,42 1,128 37,5 41,3 3,98 x 10° 0,185
2 min 80% 7,31 1,115 41,2 39,1 5,44 x 10° 0,207
2 min 100% 7,11 1,047 45,8 37,5 3,88 x 10° 0,249
3 min 30% 7,59 1,251 39,2 49,5 8,07 x 10° 0,190
3 min 60% 7,57 1,234 43,2 35,3 4,47 x 10° 0,216
3 min 80% 7,56 1,226 47,2 34,3 4,48 x 10° 0,253
3 min 100% 7,56 1,195 52,0 35,8 4,67 x 10° 0,259

Outro fator analisado relaciona-se a variagdo da temperatura durante o ultrassom. E
sugerido que o aumento da temperatura causa um aumento na energia cinética do sistema,
levando a um aumento na pressao de vapor do solvente, o qual penetra em quantidades
maiores nas bolhas de cavitagdo. Acredita-se, assim, que ocorre um aumento na
flexibilidade da cadeia molecular, diminuindo o R, e My, do polimero em solucgdo. Este fato
foi observado em todas as amostras (principalmente no tempo de 2 min).

Observou-se que houve uma reducgéo superior a 50 % em relacéo & M, das solucdes
tratadas em comparacdo com a solucdo Ap. A reducdo, apds a utilizagdo da técnica de
ultrassom, ¢é devido a clivagem da espinha dorsal de amilopectina, que resulta em uma
diminuicdo da M,, reduzindo o volume eficaz das cadeias do biopolimero, ou seja, as
forcas hidrodinamicas que resultam da aplicacdo de ultrassom sdo suficientes para causar a
ruptura da cadeia polimérica. Uma tendéncia semelhante € observada para outros
biopolimeros, tais como o pululana, a quitosana e etc.”** %3
Os resultados obtidos para a PD. | mostraram claramente uma ruptura das

particulas de grandes dimensdes e a formacéo de distribuicdo de tamanho de particula mais
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estreitas o que resulta em particulas menores em todos os tempos e amplitudes. Observou-
se também que a solucdo Ap mostrou uma PD. | mais elevada do que a amilopectina
tratada (apds ultrassom). Quanto menor for a PD. | mais estreita a distribuicdo da massa
molecular®®®. Apesar disso, a PD. | é variavel no tempo e amplitudes. Isto pode estar
relacionado com as diferentes unidades de amilopectina formadas ap6s a técnica de
ultrassom. Outros testes também foram realizados, aumentando o tempo de realizacdo da
analise e pode-se constatar que a massa molecular permanece estavel ao longo do tempo
para a solucao de Ap.

No estudo da estabilidade do biopolimero e os efeitos do uso do ultrassom para a
reducdo da massa molecular observa-se a dependéncia do tempo para dispersdo de luz
estatica nas solucbes de Ap. Escolheu-se usar as amplitudes de 30, 80 e 100 %, devido a
pouca diferenca entre os resultados, ao numero de porta-amostra disponivel no
equipamento, e também visando a otimizacdo do experimento. Também excluiu-se o
tempo de 3 minutos 100 %, devido a alta perturbacdo do sistema.

Este resultado foi obtido utilizando SMSLS que contém uma grande quantidade de
informacgdes qualitativa e semi-quantitativa e a partir do tratamento de dados, pelo
programa KaleidaGraf obteve-se a massa molecular, calculada a partir das intensidade (Eq.
28) para cada amostra produzida por ultrassom, este primeiro experimento foi realizado a
temperatura ambiente. Observa-se individualmente para as diferentes amplitudes, na
Figura 60, a estabilidade da massa molecular para as amostras tratadas em diferentes
tempos e amplitudes, e quanto maior o tempo e a frequéncia da aplicacdo de ultrassons,
maior € a reducdo no peso molecular, com excec¢ao do tempo de 3 min. Embora perceba-se
a diferenca significativa da massa molecular entre os tempos de 1 e 2 minutos de exposi¢ao

no ultrassom.

Efeito do ultrasson na M _30% intensidade Efeito do ultrasson na M 30% intensidade

© w130 © Mw /80
© Nw 2130 © Mw 2/80
s10° | © w330 s | * M 380

410° | 410° |

0 110 210* 310t 410° 510 st 710

0 110 210* 310° 410" s510° B10° 710

Tempo (s) Tempo (s)
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Efeito do ultrasson na M 100% intensidade
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Figura 60: Massa molecular para as amostras tratadas, de acordo com o tempo e frequéncia
aplicada.

Para estudar o efeito da temperatura, adotamos as temperaturas de 30 °C e 50 °C
(Figura 61), pois os testes realizados na viscosidade sob o efeito da temperatura,
demonstraram que ocorre uma diminuicdo na viscosidade, acredita-se que isto seja

decorrente da compactagéo das cadeias e mudanca de conformacao.

Efeito da temperatura na massa molecular

L]
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" «  1min30%
. 1min 80%
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; 110
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Figura 61: Massa molecular das solucfes Ap sonicadas
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Observa-se que para a solucdo Ap (solucéo estoque) e para a solugéo tratada (ApT)
no tempo de 2 min 30 % houve uma diminuicdo na massa molecular (M,). E para as
demais soluc@es tratadas com o ultrassom houve um aumento quanto a massa molecular.
Com isto podemos afirmar que para a maioria das solugdes tratadas, o aumento da
temperatura aumenta a massa molecular, devido a diminuicdo na viscosidade e
compactacdo das cadeias poliméricas. O mesmo ndo ocorre com a Solucdo Ap, devido a
podispersdo do meio. Acredita-se que em amplitudes maiores de utrassom, a existéncia de
ligacbes de hidrogénio seja bastante grande, causando maior agregacdo das cadeias
poliméricas, levando a um aumento da massa molecular. A utilizagdo de um solvente
menos volatil na mistura, como DMSO e uma menor intensidade de ultrassom aplicado a
solucdo, resulta numa pressdo de vapor (Pv) inferior, 0 que ocasiona um aumento na
intensidade e induz a um aumento do grau de polimerizacédo da solugédo Ap.

Para 0 monitoramento da complexacdo e estabilidade dos complexos formados,
realizou-se o experimento analisando na solugdo de ApT (1 min 100 %), com a adi¢do do
sal. Para a formagéo dos complexos de Cu(CH3COOH), (Figura 62), utilizou-se 0,8 g a 1,6
g de sal, devido o volume da amostra da solugdo Ap (0,66 mg.mL™) na cubeta (3,5 mL),

para todas as amostras. Abaixo segue a condicdo de cada cubeta (célula).

Cubeta 1 = 0,8 g.L™ Cu(CH;COO0), Cubeta 5=0,8 g.L™* CuCl,
Cubeta 2 = 1,6 g.L™" Cu(CH3COO0), Cubeta 6 = 1,6 g.L™* CuCl,
Cubeta 3 = 1,6 g.L™ Cu(CH;COO0), Cubeta 7 = 1,6 g.L™* CuCl,
Cubeta 4 = 0,8 g.L™ Cu(CHsC0O0), Cubeta 8 = 0,8 g.L™* CuCl,
Complexo da solucéo ApT + Complexo da Solucédo ApT + CuCl,
CU(CH3COO)2

Figura 62: Foto apds a complexacdo nas diferentes concentragdes para o0 Cu(CH;COO),, a direita, e
CuCl, (esquerda)
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Na figura 63, mostra 0 monitoramento do complexo de Cu(CH3;COO), com a
solucdo polimérica, nas diferentes concentracfes. Observa-se que, 0 comportamento €
praticamento 0 mesmo, independente da concentragdo. Para elucidar as diferencas, segue
no Anexo 5, os valores das massas moleculares obtidas através da intensidade para o
Cu(CH3C00),, 30 °C.

Complexo cu(CHCOO), Complexo Cu(CHCOO),

Intensidade Luz (SMELE)
Intensidade Luz (SMELE)

"] I i i 1 I
2000 4000 E000 BOOD 190 o 2000 4000 BO00 8000 1190

L=

Tempo (s) Tempo ()

Figura 63: Monitoramento da complexagdo do Cu(CH;COO), nas diferentes concentracbes (em
duplicata).

Observa-se inicialmente que ao adicionar o sal, a massa molecular da solucéo
aumenta e que num primeiro momento quanto maior a concentracdo, maior € a proporgao
entre a massa molecular do amidex (solugdo Ap) com o sal e 0 amidex puro (solugéo Ap).
Apos a primeira mistura ocorre 0 aumento da solubilidade do sal na solu¢do havendo maior
interacdo entre os reagentes, indicando também um aumento na massa molecular, porém
nao se torna significativo a concentracao do sal. Com excegao da “cell 2”.

Para os complexos de CuCl,, observa-se que ndo ocorre uma variagdo significativa
na adi¢édo do sal, em relagéo a intensidade como mostra a figura 64, na concentracdo de 0,8

g.L™%, porém houve uma diminuic&o na concentracéo 1,6 g.L ™.
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Figura 64: Monitoramento da complexacdo do CuCl, nas diferentes concentracdes.

O valores obtidos para as massas moleculares do complexo de CuCl , (anexo 6).

Porém com 0 aumento da concentracdo ocorre uma redugdo na massa molecular do

complexo de CuCl..

A fim de estudar o efeito da temperatura e do solvente, foram realizados novos
experimentos a temperatura de 50° C. Abaixo segue a condicao de cada célula (Figura 65).

Cubeta 1 = o
Cubeta 2 = 0,8 g.L™! Cu(CH,CO0), (complexo)
Cubeta 3 = 1,6 g.L™! Cu(CH,C00),  (complexo)

Cubeta 4 =0,8 g.L™ Cu(CH;COO0), + Solvente

Cubeta 5 =0,8 g.L™* CuCl, (complexo)
Cubeta 6 = 1,6 g.L™* CuCl, (complexo)
Cubeta 7 = 1,6 g.L™* CuCl, (complexo)
Cubeta 8 = 0,8 g.L™* cuCl, + Solvente
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Complexo de Cu(CH3;COO), Complexo CuCl,

Cell 2 - 24 horas depois a Mix 10 min depois
-anélse -

Figura 65: Foto ap6s o monitoramento da complexacdo nas diferentes concentracbes para o
Cu(CH3COO0), e CuCl,. Apos 24h para a “cell 27, apo6s o mistura (mix) e condi¢do da amostra apds o
mistura.

Observa-se na figura 66 que a adicao do sal no solvente, ndo altera a M,,, porém ao
adicionar o sal no biopolimero ocorre um aumento expressivo e que a concentracdo

também altera na massa molecular (Anexo 7).

Massa molecular do complexo ‘cu(Ac]2 - 50°C

2107
0.8 glL
1.6glL
0.8 g/l - Solvent
15107 |
z 7L
2 110
510° Add Salt CulCH,COO),
Amidex \ i
{] L - i
0 1000 2000 3000 4000 5000

Tempo (z)

Figura 66: Adicao do [Cu(CH3COO),] no solvente (DMSO/H,0) e na solugdo polimérica.
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Observa-se na figura 70 que a adi¢do do sal no solvente, ndo altera a M,,, € nem na

solucdo polimérica

1.6gl

0.8 g/'L + Solvent

Molecular Weight of Amidex with (3I.I(3L2 -50°C
7107

Amidex

§10°

510° |

410°

Pt

310° b
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210° |

! Amidex & ':' . iy
110° | [
L PR
D 1 1 1 1 1 1 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 GO0OO 7000 8000
Time(s)

Figura 67: Adicdo do [CuCl,] no solvente (DMSO/H,0) e na solugdo polimérica.

A Tabela XXI mostra os valores obtidos para as massas moleculares do complexo
de CuCl,, onde podemos observar que ndo ocorre mudanca significativa com a adi¢do do
na solucdo de amidex (solucdo Ap) a uma baixa concentracdo e que 0 aumento da

temperatura ndo altera significativamente a massa da solucéo.

Tabela XVII: Valores das massas moleculares dos complexos de CuCl,, obtidas
através da intensidade, a 50°C.

| abs 1.19E-05
K 1.88E-07
F 0.95
Dark 0.081
Cell 5 Cell 6 Cell 7 Cell 8
50°C | #ND1 #ND1 #ND1 #ND1
Solvente 0.20311064 | 0.22929785 0.26783565 |  0.22799256
Toluene 0.55306994 | 0.89949656 0.7164791 |  0.65583742
[Amidex] mg.mL™ 0.00066 0.00066 0.00066 0.00066
[CuCl] g.L*! 0.8 1.6 1.6 0.8
| Média do Amidex puro | 2689093 | 3.9784551 | 4.1473776 | 0.51896112 |
Média Amidex with salt (added salt
CuCly) 2.754 3.9773 4.2224 0.7169
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Intensidade do Amidex puro
Intensidade do Amidex com CuCl,

Mw do Amidex puro
Mw do Amidex com CuCl,

Proporcdo da Mw do Amidex com CuCl,
/ Amidex pure

5.95 x 10°
6.11 x 10°

4.80 x 10°
4.92 x 10°

1.026

5.18 x 10°
5.18 x 10°

4.17 x 10°
417 x 10°

1.000

6.90 x 10°
7.04 x 10°

5.56 x 10°
5.67 x 10°

1.019

5.72 x 10°®
9.62 x 10°®

4.61 x 10*
7.75 x 10*

1.680
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7. CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que a metodologia aplicada para a miniaturizacao
ultrassénica da solucdo de amilopectina é adequada para a reducéo e controle de tamanho
da cadeia polimérica ramificada da amilopectina natural, possuindo uma boa repetibilidade
e seletividade. O tratamento escolhido para a complexacédo foi de 1 min de intensidade, na
amplitude de 100 %, por se mostrar mais estavel na repetibilidade e pelo fato da molécula

possuir, ao final do processo, um tamanho adequado (na escala nanométrica).

Conclui-se que a concentracdo de amilose em solucdo ApT é de aproximadamente
21,9 % (atraves do teste do lodo adaptado). Além disso, o tratamento ultrassénico nao
levou a formacdo de acgucares redutores, o que foi verificado através do teste de Benedict.
E a hip6tese de haver proteinas provenientes da extracdo do amido foi excluida.

O planejamento fatorial foi valido para a otimizacdo das reacdes de complexacao
elucidando que o tempo de reacdo e a concentragdo sdo variaveis significativas que
mostraram, na sua maioria, um efeito positivo no percentual de complexacao, assim como,

a interacdo entre estas duas variaveis e a temperatura reflete um efeito negativo.

Os fons Cr** e Fe** possuem um rendimento reacional maior, comparado com 0s

demais metais na complexacao.

O estudo reoldgico permitiu caracterizar a solucéo tratada de amilopectina como
um fluido pseudoplastico ndo-newtoniano, sendo que o aumento da temperatura do
sistema, reduziu a viscosidade da solugdo. O modelo de lei de poténcia é adequado para
descrever o comportamento do fluxo das amostras, evidenciando o comportamento do
biopolimero cujo os valores de indice de comportamento de fluxo (7), variam de 0,31 para

a solucdo mée (solucdo Ap) e 0,48 para solucdo de amilopectina tratada (solucdo ApT).
A introducdo de sais metalicos na solucdo de amilopectina tratada reduz a

viscosidade da solucdo, devido ao empacotamento das cadeias poliméricas, sendo que 0s

sais de nitrato possuem uma estabilidade maior, com uma viscosidade mais proxima a da
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solugdo tratada. Em temperaturas elevadasocasiona a gelatinizagdo das solucdes,

impossibilitanto o torque para alguns metais.

O valor da viscosidade intrinseca encontrada foi de 1,257 L.g" para a solugdo de
amilopectina tratada (ApT). A partir do valor da viscosidade intrinseca determinou-se a
concentracdo critica (c*) da amilopectina tratada (ApT) que foi igual a 0,795 mg.mL™.
Valor menor que a concentragdo inicial da solu¢do Ap de amilopectina. Portanto, concluiu-
se que a solucdo mée (Ap) encontra-se no regime semidiluido. Os estudos de interacdo
polimero-metal foram realizados a uma concentracdo da solucao de amilopectina abaixo da
c*, para que o comportamento da solucdo fosse comparavel ao de uma solugdo polimérica

ideal.

Observou-se que o pH das reacOes de complexacéo, para todos os sais de nitrato,
fica proximo de 5 (pH baixo), que apresentam uma maior média de complexacdo
comparado com os demais anions dos sais correspondentes. O que prova mais uma vez, a
eficacia do processo de complexacdo. Para os sais de acetato estudados neste trabalho, o
pH de formacdo dos complexos é relativamente alto, comparado com os demais (acima de

8), 0 que diminui o poder complexante.

Para os complexos da soluc&o polimérica de amilopectina com acetatos de Cu®* e
Cr** mostraram um decréscimo de cerca de 70 % na condutividade em comparagdo com a

solucéo original de sal.

O efeito do contra-ion na complexacdo da amilopectina com sais compostos pelo
mesmo metal apresenta diferencas quanto a temperatura de decomposicdo térmica. Uma
tendéncia dependente do contra-ion (anion) é facilmente observada nas curvas de perda de
massa em funcéo da temperatura, onde os complexos que possuem o anion nitrato em sua
composicdo e adquirem estabilidade térmica adicional. Acredita-se que as ligacGes de
hidrogénio formadas entre os anions nitrato e as hidroxilas que compdem as unidades

glicosidicas da amilopectina, atribuem uma resisténcia térmica a esses complexos.
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Para os complexos de Ni**, Co* e Cr** foi verificado que estes complexos

apresentam trés bandas de absor¢édo, sendo a terceira de dificil deteccao.

Através do FTIR observou-se que ndo houve mudangas estruturais e sim
conformacionais na estrutura da amilopectina tratada (ApT), havendo apenas pequenas
mudancas na intensidade das bandas principais. Observou-se ao longo das analises a

! atribuida ao estiramento da

formacdo de um ombro na regido entre 3500 — 3330 cm
ligacdo — OH, das ligagGes de hidrogénio intermolecular. Os sais de cromo e ferro,
possuem maior energia de absor¢cdo comparada com os demais metais. Da mesma forma
que para os anions cloreto e nitrato possuem menor energia, comparado com o contra-ion
acetato. Acredita-se que estas diferencas estejam relacionadas com a conformacdo dos

complexos, a0 empacotamento das cadeias e ao pH da solugéo.

O uso da ferramenta estatistica de separacdo por similaridade, i-PCA, proporcionou
uma melhor compreensdo do conjunto de dados, extraidos do FTIR. Ficando evidente que
houve a formacdo de complexos através da desprotonacdo do grupo hidrdxila do polimero

e também atraves da interacdo com o metal complexado.

Através do estudo da relacdo estrutura-propriedades, pela técnica de espalhamento
de luz, pudemos concluir que o polimero em solucdo encontra-se como uma esfera ndo
homogénea, sendo que ap6s a complexacdo com ions metalicos a macromolécula muda a

sua conformacéo em solugéo, passando para um formato do tipo bastao.

Para todos os complexos formados fica evidenciado um aumento do Ry,
comparando-se com a solugdo de amilopectina na auséncia de metal, com exce¢édo dos sais
de cromo. Este resultado evidencia a presenca do ion metélico complexado com a
amilopectina, mudando o tamanho e a forma do complexo formado. Essas mudancas
conformacionais se devem principalmente a interacdo do ion metélico com as cadeias do

polimero.

A andlise do raio de giro foi realizada pelo método da dissimetria angular, o valor

obtido foi de 108,68 nm. Ja o valor do segundo coeficiente virial encontrado foi de 1,33 +
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0,86 x 10 cmmol.g, sendo o valor positivo, o que significa que o solvente utilizado para

dissolucao do polimero € um bom solvente.

As analises realizadas pelo método de Berry também foram realizadas, utilizado
para polimeros de cadeias ramificadas. A M,, obtida foi de 9,9 x 10° g.mol™, com Ry de
100,0 + 1,6 nm e o valor do A, foi de 9,9 + 0,54 x 10* cm®mol.g. Os resultados obtidos
pelo grafico de Berry mostrou-se mais apropriado e vai ao encontro do resultado para 0 Ry,
por dissimetria angular. Pois a amilopectina possui elevadas ramificacGes, cujo as cadeias
exteriores sdo cadeias flexiveis e ndo rigidas, o que facilita a complexa¢do com os sais

metalicos.

Através da técnica do SMSLS observou-se que para a maioria das solugdes tratadas,
0 aumento da temperatura aumenta a massa molecular, devido a diminui¢do na viscosidade
e compactacao das cadeias poliméricas. O mesmo ndo ocorre com a solucdo mée (Ap),

devido a podispersao do meio.

O monitoramento do complexo de Cu(CH3COO), com a solugdo polimérica, em
diferentes concentra¢Ges, mostra que o comportamento é praticamento o mesmo (30 °C).
Porém ocorre a formacdo de um gel. Em temperaturas elevadas (50 °C) ocorre uma
aglutinacdo maior, e a0 mesmo tempo ocorre uma oxidacao na solucdo polimérica. Ficou
evidenciado neste experimento que ocorre 0 aumento da massa molecular ao adicionar o

sal. Mas para os complexos de CuCl,. N&o ocorre variacdo significativa na massa.

Por fim, o estudo desenvolvido nesta tese é valido. A nanoparticula de amilopectina
desenvolvida é altamente estavel e compativel com bases cosméticas. Estudos posteriores
serdo realizados para a aplicabilidade cosmetologia, como hidrogéis e emulsBes oleosas.
Assim como, foi provado a capacidade de complexacdo deste biopolimero frente a

diferentes metais.
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ANEXO 1. Concentragdes molares dos sais utilizados no planejamento fatorial, de acordo

com a Tabela V.

Concentracdo Molar (mol.L™)

Sal Experimentos 1-4  Experimentos 5-8 Experimento 9
(0,4 g.L™ (0,8g.L™ (0,6 g.L™

PbCl, 1,4.10° 2,9.10° 2,1.10°
Pb(NOs), 1,2.10° 2,4.10° 1,8.10°
FeCls.6H,0 1,5.10° 3,0.10° 2,2.10°
Fe(NO3)3.9H,0 1,0.10° 2,0.10° 1,5.10°
CuCl,.2H,0 2,3.10° 4,7.10° 3,5.10°
Cu(NO3),.3H,0 1,6.10° 3,3.10° 2,5.10°
Cu(CH3COO0),.H,0 2,0.10° 4,0.10° 3,0.10°
Cr3(CH3CO0),(OH), 6,6.10" 1,3.10° 9,9.10*
Cr(NO3)3.9H,0 1,0.10° 2,0.10° 1,5.10°
NiCl,.6H,0 1,7.10° 3,4.10° 2,5.10°
Ni(CH3C0O0),.4H,0 1,6.10° 3,2.10° 2,4.10°
CoCl,.6H,0 1,7.10° 3,3.10° 2,5.10°
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ANEXO 2. Célculos utilizados para quantificar o percentual de complexacdo atraves da

titulacdo complexométrica

N titulante = 11 titulado  ONAE 1 titulante = M titulante . 1'-'l-"rgastu::u

ITli metal — ITlsal . X metal IMf metal = 1 titulante . Vmetal

N % = (H]imetal - Infmetal) . 100
1Tl metal

Onde:

Niinutante = N° mols do titulante

Ntmtade = N° mols titulado (ion metalico)

M timtante = molaridade do titulante

Veaste = volume gasto do titulante (bureta)

Mi metzt = Massa inicial do metal

msa = massa do sal

Xmetal = fracdo molar do metal no sal

M metat = massa final do metal

y % = percentual de complexacdo do ion metalico com o EDTA
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ANEXO 3. Anélises de Variancia para cada sal de acordo com os resultados do

planejamento fatorial.

- Cr(N03)3

Analise de Variancia - Modelo Linear

FV Q GL Q calc.
Regressao 410 01,4  ,408 3
Residuos 51 3,66
F. Ajuste 49,1 49,1 62 G
Erro Puro ,901 ,951
Total 380 0
% variagéo explicada 02,2

% max. de variagao explicavel 9,86
- Cr(CH3COO)7(OH),

Andlise de Variancia - Modelo Linear

FV Q GL Q calc.
Regressao 136 623 693 G
Residuos 0,37 458
F. Ajuste 0,34 0,34 669 G
Erro Puro ,036 ,018
Total 828 0
% variagao explicada 15,6

% max. de variagdo explicavel 00
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- FG(NO3)3

Andlise de Variancia - Modelo Linear

FV Q GL Q calc.
Regressao 243 49 ,822 6
Residuos 73,4 1,15
F. Ajuste 73,4 734 438 G
Erro Puro ,065 ,032
Total 304 0
% variagéo explicada 1,79

% max. de variagdo explicavel 9,99
- FeCls
Andlise de Variancia - Modelo Linear

FV Q GL Q cale.
Regressao 25,7 094 732 v
Residuos 14,4 8,6
F. Ajuste 14,3 714 518 G
Erro Puro 12 ,06
Total 40 0
% variagéo explicada 2,34

% max. de variagao explicavel 9,95
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- COC|2

Andlise de Variancia - Modelo Linear

FV Q GL Q calc.
Regressao 64 343 364 G
Residuos 972 ,991
F. Ajuste 877 877 428 2
Erro Puro ,095 ,948
Total 62,7 0
% variagéo explicada 00,8

% max. de variagdo explicavel 9,33

- Ni(CH3COO),

Analise de Variancia - Modelo Linear

FV Q GL Q calc.
Regressao 83,8 054 898 G
Residuos ,763 ,588
F. Ajuste 197 197 251 7
Erro Puro ,566 ,783
Total 3%54 0
% variagéo explicada 20,6

% max. de variagao explicavel 9,33
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- NiCl,

Andlise de Variancia - Modelo Linear

FV Q GL Q calc.

Regresséo 13,5 9,08 ,086 3
Residuos 4,95 8,32
F. Ajuste 2,23 223 059 G
Erro Puro 714 ,357
Total 98 0
% variagéo explicada 3,05

% max. de variagdo explicavel 9,45

- CU(CHgCOO)z

Analise de Variancia - Modelo Linear

FV Q GL Q calc.
Regressao 4,51 242 937 2
Residuos 6,91 228
F. Ajuste 919 959 418 4
Erro Puro ,994 497
Total 142 0
% variagéo explicada 1,5

% max. de variagao explicavel 2,35
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- Cu(NOg3),

Andlise de Variancia - Modelo Linear

FV Q GL Q calc.
Regressao 049 499 135 3
Residuos 10,6 0,19
F. Ajuste 07,4 074 306 G
Erro Puro 175 ,588
Total 163 0
% variagéo explicada 0,22

% max. de variagdo explicavel 9,73

- CuCl,

Analise de Variancia - Modelo Linear

FV Q GL Q calc.
Regressao 3,83 691 631 4
Residuos 414 714
F. Ajuste 2,47 247 489 1
Erro Puro 674 ,837
Total 769 0
% variagéo explicada 9,53

% max. de variagao explicavel 7,53
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- Pb(NO3),

Andlise de Variancia - Modelo Linear

FV Q GL Q calc.
Regressao 6,28 1,05 831 3
Residuos 413 ,031
F. Ajuste 4,58 289 527 4
Erro Puro ,548 174
Total 04 O
% variagéo explicada 3,31

% max. de variagdo explicavel 9,44
- PbCl,

Analise de Variancia - Modelo Linear

FV Q GL Q calc.
Regressao 61,7 738 839 G
Residuos ,95 317
F. Ajuste 43 43 3,19 A
Erro Puro 52 ,26
Total 542 0
% variagéo explicada 02,9

% max. de variagao explicavel 9,8
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ANEXO 4: Sobreposicdo dos espectros eletronicos das solugdes salinas (brancos) e dos

complexos.

- Cr(NO3); — d®

——— Complexo Cr(NO3)3.9H70
Branco Cr(NO,),.9H,0

T T T T
300 400 500 600 700 800

comprimento de onda (nm)

- Cr3(CH3C0O0);(0OH), - d°

140
Complexo li)rE(CHSCOO)Y(OH)2
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120
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—i
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E
w
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20 H
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- FeCl;—d®
Complexo FeCl,.6H,O
—— Branco FeCIa.SHZO
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- Ni(CH3COO0), — d®
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Complexo Ni(CH,CO0),.4H,0
Branco Ni(CH,C00), 4H,0
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- Cu(CH5C00), - d’
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- Cu(NO3); — d°

Complexo Cu(N03)2.3HZO
—— Branco Cu(N03)2.3HZO
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ANEXO 5: Valores das massas moleculares dos complexos de Cu(COOH),, obtidas

através da intensidade, a 30 °C.

labs | 1,19x10° F 3. a2
K| 1,88x10’ e
F 0,95 !
Dark 0,081 P AN
Cell 1 Cell 2 Cell 3 Cell 4

30°C | #ND2 #ND2 #ND2 #ND2
Solvente 0.0953317 | 0.10423935 | 0.092992558 | 0.097402637
Tolueno 0.14809886 | 0.1723767 | 0.12155302 | 0.13648195
[Amidex] mg.mL™ 0.00066 0.00066 0.00066 0.00066
[Cu(CH;C00),] g.L* 0.8 1.6 1.6 0.8
Média do Amidex puro | 0.51817587 | 0.581436 | 0.31817521 | 0.44458087
Meédia do Amidex com sal (Cu(CH3COOQ),) 2.3261 7.8986 3.3708 1.6408
Média do Amidex com sal (1 Mix) 7.9937 5.2358 3.554 5.9571
Intensidade do Amidex puro 7.12x10° 590x10°  6.28x10°  7.07x10°
Intensidade do  Amidex com  sal
(Cu(CH5C0O0),) 376x10* 9.64x10*  9.14x10*  3.14x10*
Intensidade do Amidex com sal (1° Mix) 1.33x10° 6.35x10*  9.65x10*  1.19x10%
Mw do Amidex puro 574x10°  4.76 x 10° 5.06 x 10° 5.70 x 10°
Mw do Amidex com sal 3.03x10°  7.77x10° 7.36 x 10° 2.53 x 10°
Mw do Amidex com salt (1° Mix) 1.07x10" 512 x10° 7.78 x 10° 9.62 x 10°
Propor¢do da Mw do Amidex com adicéo
do sal (Cu(CHsCOOQ),)/Amidex puro (sem
mistura) 5.276 16.334 14.556 4.446
Proporcdo da Mw do Amidex com sal (1°
Mix)/Amidex puro 18.679 10.754 15.370 16.878
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ANEXO 6: Valores das massas moleculares dos complexos de CuCl,, obtidas

através da intensidade, a 30°C.

| abs 1.19E-05 2 .
K 1.88E-07 e
F 0.95 !j
Dark 0.081 i.';"“T‘ S en |
Cubeta 5 Cubeta 6 Cubeta 7 Cubeta 8
30°C #ND1 #ND1 #ND1 #ND1
Solvente 0.20311064 | 0.22929785 0.26783565 |  0.22799256
Tolueno 0.55306994 | 0.89949656 0.7164791 |  0.65583742
[Amidex] mg.mL™* 0.00066 0.00066 0.00066 0.00066
[CuCl,] g.L* 0.8 1.6 1.6 0.8
Média do Amidex puro | 2.4605858 | 3.7909274 | 3.8381737 | 3.7601231
Média do Amidex com sal (CuCl,) | 2495 | 35495 | 34506 | 35242
Intensidade do Amidex puro 5.41x10° 4.92x10° 6.35x 10° 6.95 x 10”
Intensidade do Amidex com sal (CuCl,) 5.49x10°  4.59x10° 5.66 x 10 6.48 x 10°
Mw do Amidex puro 436x10° 3.96x10° 5.12 x 10° 5.60 x 10°
Intensidade do Amidex com sal (1° Mix) 442x10° 3.70x10° 4.56 x 10° 5.22 x 10°
Propor¢cdo da Mw do Amidex com sal
(1° Mix)/Amidex puro 1.015 0.932 0.891 0.933
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ANEXO 7: Valores das massas moleculares dos complexos de Cu(CHsCOO),, obtidas

através da intensidade, a 50°C.

I abs 1.19E-05
K 1.88E-07
F 0.95
Dark 0.081

Solvente 0.1383 | 0.09299256 0.097402637
Tolueno 0.0936 | 0.12155302 0.13648195
[Amidex] mg.mL™ 0.00066 0.00066 0.00066
[Cu(CH;CO0),] g.L™ 0.8 1.6 0.8
| Média Amidex puro | 0.48513456 | 0.36364014 | 0.17203754 |
| Média do Amidex com sal (Cu(CH,COO),) | 8.6889 | 6.9948 0.34959 |
Intensidade para o Amidex pure 3.11x10*  7.54x10° 1.52x10°
Intensidade para 0 Amidex com o sal 7.67x10%  1.92x10° 5.14 x10°
Mw Amidex puro 2.51x10° 6.08 x 10° 1.23 x 10°
Mw do Amidex com sal 6.18 x 10’ 1.55 x 10’ 4.14x10°
Propor¢do da Mw do Amidex com sal
/Amidex puro 24.653 25.501 3.379
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