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Resumo

Neste trabalho foram estudadas as propriedades vibracionais de polissacarideos per-
tencentes ao grupo dos amidos, galactomananas e xiloglucanas, oriundos de fontes di-
versas. Os materiais constituem uma das mais abundantes e diversificadas familias de
biopolimeros, para os quais numerosas aplicagoes, como por exemplo, a preparagao de
materiais nanoestruturados, como nanoparticulas, filmes finos e nanocompdésitos, tém
surgido como resultado do aumento da demanda de diferentes setores da industria.
Para satisfazer essa demanda, é necessario caracterizar estruturalmente os polis-
sacarideos, o que foi feito neste trabalho através de métodos espectroscépicos. O
principal objetivo deste trabalho foi identificar regides espectrais e freqiiéncias ca-
racteristicas em termos dos modos vibracionais, e dessa maneira, distinguir entre
diferentes amostras de carboidratos ou configuragoes estruturais. Espectroscopia
Raman, bem como a espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
tém sido utilizadas como ferramentas importantes para elucidar a estrutura. A es-
pectroscopia de fluorescéncia foi também utilizada em algumas amostras, uma vez
que estas nao apresentaram nenhum sinal Raman, mas uma intensidade crescente
em todo seu espectro. Utilizando as técnicas mencionadas acima, foi possivel identi-
ficar os modos vibracionais caracteristicos desses polissacarideos e o tipo de ligacao

quimica a eles associados.



Abstract

In this work we studied the vibrational properties of polysaccharides from the group
of starches, galactomannans and xyloglucans, obtained from diverse sources. These
materials constitute one of the most abundant and diversified families of biopolymers,
to which innumerous applications, as for instance the preparation of nanostructured
materials, like nanoparticles, thin films and nanocomposites, resulted from the grow-
ing demand from different sectors of the industry. In order to fulfill these demands it
is necessary to characterize the polysaccharides structurally, what has been done in
this work through spectroscopic methods. The main goal in this work was to iden-
tify characteristic regions and vibrational frequencies, and by doing so to be able to
distinguish amongst different carbohydrate samples or structural configurations. Ra-
man spectroscopy, as well as Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) have
been used as important tools to elucidate these structures, once the information
from these techniques are complementary. Also fluorescence spectroscopy has been
utilized in some of the samples, since they have shown no Raman signal, but an
increased intensity in their whole spectra. Using the techniques mentioned above it
was possible to identify the characteristic vibrational modes of these polysaccharides

and the chemical bond type associated to them.

vi



Sumario

Lista de Figuras
Lista de Tabelas

1 Introducao

2 Propriedades ()pticas

2.1 Introducao . . .

2.2 Métodos Opticos de caracterizacao . . . . . . . ... ...

2.2.1 Fluorescéncia . . . . . . . . .

2.2.2 Espalhamento Raman . . . . . .. ... .. ... .......

2.2.3 Espectroscopia no Infravermelho . . . . . . ... ...

3 Materiais e Métodos

3.1 Polissacarideos

Vil

viii

xii

12

17

21



3.1.1 Descricao das amostras utilizadas

3.1.2 Extracao e purificacao das amostras

3.1.3 Amidos . . . ..,

3.1.4 Galactomananas

3.1.5 Xiloglucanas . . . . . .. .. Lo o

3.2 Meétodos de caracterizacao dptica

3.2.1 Espectroscopia Raman

3.2.2  Espectroscopia de Fluorescéncia

3.2.3 Espectroscopia de Infravermelho

4 Resultados e Discussoes

5 Conclusao

Bibliografia

Anexo

viil

38

71

74

79



Lista de Figuras

2.1

2.2

2.3

24

2.5

2.6

2.7

2.8

2.9

3.1

3.2

Quatro modos possiveis de interagao entre a luz e a matéria [2].

Diagrama de Jablonski [2]. . . . . .. .. ... oL

Processos de absorcao e emissao entre os estados eletronicos Sy e Sy

de uma molécula organica [7]. . . . . . ...

Diagrama de niveis de energia para o espalhamento Raman [13]. . . .

Espectro Raman do ciclo hexano [13]. . . . . . ... ... ... .. ..

Diagrama de niveis de energia para o infravermelho [13]. . . . . . ..

Espectro de infravermelho do etanol [13]. . . . . . . ... ... .. ..

Esquema de um espectrometro por transformada de Fourier [6].

Interferograma tipico obtido por um espectrometro no infravermelho

por transformada de Fourier e o espectro correspondente [6]. . . . . .

Esquema de extracao dos polissacarideos [19] [20]. . . . . . . . .. ..

Estrutura parcial da amilose [16]. . . . . . .. ... ... ... ... .

1X



3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10

3.11

4.1

4.2

4.3

4.4

Estrutura parcial da amilo-pectina [16]. . . . . . .. ... ... .. ..

Estrutura parcial da galactomanana [22]. . . . .. . ... ... .. ..

Estrutura parcial da xiloglucana [24]. . . . . . . ... ... ... ...

Montagem experimental utilizada para obtencao dos espectros Raman

Montagem experimental utilizada para obtencao dos espectros de flu-

OTESCENCIA. . « v v o v o o e

Espectrometro Bomem MB Série 100, utilizado para obtencao dos

espectros de infravermelho. . . . . . . . ... ...

Prensa hidraulica utilizada para preparacao das pastilhas.. . . . . . .

Equipamento utilizado para preparagao das pastilhas. . . . . . . . ..

Espectro Raman da amilose e da amilo-pectina. . . . . .. ... ...

Ligagao do tipo @ — (1 — 4) presente na cadeia principal da amilose

e da amilo-pectina [35]. . . . . ... o

Espectro de infravermelho por transformada de Fourier da amilose e

da amilo-pectina. . . . . . ... ...

Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

amilose. . . .o,

30



4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

4.11

4.12

4.13

4.14

4.15

4.16

Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

amilo-pectina. . . . . . ..o

Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier do

amido de milho, amostra A08. . . . . . . .. ... ... ... ...

Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier do

amido de mandioca, amostra A32. . . . . . . ... ... ... ...

Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

galactomanana de pau-ferro, amostra PF.. . . . . .. . ... ... ..

Espectro Raman da proteina albumina. . . . . . . . . ... ... ...

Espectro de fluorescéncia da galactomanana de pau-ferro, amostra PF.

Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

galactomanana de goma guar, amostra GG. . . . .. .. .. ... ..

Cadeia principal de um aminodcido, constituinte de uma proteina [35].

Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier
das xiloglucanas extraidas de jatoba-mirim, amostra JM e de jatoba,

amostra JMN. . . . ...

Espectro de fluorescéncia das xiloglucanas extraidas de jatoba-mirim,

amostra JM e de jatoba, amostra JMN. . . . . . . ... .. ... ...

Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

xiloglucana de tamarindo, amostra TM. . . . . . . .. . ... ... ..

Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

xiloglucana de jatobd, amostra JRA. . . . . . . ... ...

x1

95

58



4.17 Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

xiloglucana de jatoba purificada, amostra JRApur. . . . ... .. ..

5.1 Estrutura geral de um aminoacido. . . . . . .. ... ... ... ...

5.2  Estrutura parcial da celulose. . . . . . .. ... .. ... ...

5.3 Configuragao alfa. . . . . . . .. ...

5.4 Configuracao beta. . . . . . . .. . ...

5.5 Projecao de Fischer da D-glicose. . . . . . . ... ... ... . ....

5.6 Ligacgodotipoar— (1 —4). . . . . .. ...

5.7 Projecao de Fischer da L-fucose. . . . . . . .. ... ... ... ....

5.8 Projecao de Fischer da D-xilose. . . . . . . ... ... ... ... ...

5.9 Projecao de Fischer da D-galactose. . . . . . . .. .. ... ... ...

5.10 Parte de uma cadeia proteica mostrando as ligagoes peptidicas. . . . .

xii



Lista de Tabelas

3.1

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

Descricao das amostras utilizadas neste estudo. . . . . . .. . . . .. 23

Resumo das regides espectrais em fungao dos modos vibracionais [29]. 40

Bandas observadas nos espectros Raman da amilose e da amilo-pectina

20), [31], [82]. . . . . 44

Bandas observadas nos espectros Raman do amido de milho (amostraA08)

e do amido de mandioca (amostraA32) [29], [31], [32].. . . . . . . .. 52

Bandas observadas nos espectros Raman dos polissacarideos [29], [31],

2], . 68

Bandas observadas nos espectros de infravermelho por transformada

de Fourier dos polissacarideos [32], [36]. . . . . . . ... ... .. ... 70

xiil



Capitulo 1

Introducao

Sendo um dos principais constituintes de sistemas bioldgicos e im-
portante em muitos processos fisiolégicos, os carboidratos, sendo polissacarideos ou
oligossacarideos, estao presentes em plantas (por exemplo celulose), no exoesqueleto
de caranguejos e insetos (quitina), e também em outros animais na forma, por exem-
plo, de glicogénio. Suas propriedades fisico-quimicas e compatibilidade com seres
vivos, os tornam excelentes candidatos a aplicagoes biotecnoldgicas. Eles podem ter,
por exemplo, atividade farmacolégica prépria ou podem servir como veiculo de outros
principios ativos. Também, a diversidade das aplicagoes dos carboidratos poliméricos
pode ser manipulada pela obtengao de nanoparticulas de polissacarideos.

O presente trabalho foi desenvolvido a partir de um projeto inserido
na rede Nanoglicobiotecnologia, aprovada no edital 29/2005 do CNPq, o qual visava
o fomento a redes cooperativas de nanociéncia, nanotecnologia e nanobiotecnolo-
gia. A Rede Nanoglicobiotecnologia tem como objetivos a obten¢ao, modificagao e
caracterizacao de polissacarideos naturais, provenientes da biodiversidade brasileira,
para o desenvolvimento de nanoparticulas e nanocompdsitos para o uso em farmacos
e a obtencao de filmes e compdsitos nanoestruturados para o desenvolvimento de

biosensores [1]. Com o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados seria possivel,



por exemplo, a sua utilizagao em industrias de biotecnologia, as quais entre outras
podemos citar a liberacao de drogas, controlada ou nao, e a producao de vacinas
a partir destes sistemas nanoestruturados. Estes processos propiciam aumento do
valor agregado a matéria prima disponivel no Brasil.

Dentro do projeto da Rede Nanoglicobiotec, a meta primordial ¢ o
isolamento, obtencao, purificacao e caracterizacao dos polissacarideos e glicoconjuga-
dos, os quais serao utilizados na preparagao dos nanomateriais. No presente trabalho,
uma vez inserido nesta rede de pesquisa, as atividades desenvolvidas consistiram
na caracterizacao espectroscopica das propriedades vibracionais de polissacarideos
naturais extraidos da flora brasileira e comparados com produtos semelhantes ja
comerciais. Para esta andlise utilizou-se do espalhamento Raman, fluorescéncia e
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.

O desenvolvimento do laser na década de 60 do século passado levou
a um grande avanco na espectroscopia optica. Antes da era do laser existiam poucos
grupos capazes de realizar experimentos de espalhamento Raman devido as enormes
dificuldades em se utilizar lampadas espectrais como fontes de excitacao. Com o
laser foi possivel estudar materiais opacos, com pequenas secoes de choque de espa-
lhamento. A espectroscopia Raman, bem como a espectroscopia de infravermelho
fornecem informagoes sobre a conformagao molecular, distribuicao dos elétrons em
ligagoes quimicas, ambiente molecular, etc, mas isso s6 ¢ possivel mediante uma boa
interpretacao do espectro vibracional do material. Dessa maneira o objetivo deste
trabalho ¢é identificar regioes espectrais e freqiiéncias caracteristicas em termos dos
modos vibracionais e assim distinguir entre diferentes amostras de carboidratos ou
configuragoes estruturais.

No capitulo 2 é apresentada uma pequena introducao das propriedades
Opticas e dos métodos épticos de caracterizacao aqui utilizados, com uma breve des-
cricao dos mesmos.

No capitulo 3 é feita a descricao dos tipos de polissacarideos utiliza-

dos neste trabalho. Antes porém, neste mesmo capitulo, é feita a descricao das



amostras utilizadas, assim como seu processo de extragao e purificacao. Logo em
seguida descrevemos os métodos épticos de caracterizacao e as respectivas monta-
gens experimentais empregadas.

Os resultados obtidos assim como a analise dos mesmos estao conti-
dos no capitulo 4. As andlises se referem aos espectros Raman e de infravermelho
por transformada de Fourier.

As conclusoes obtidas e perspectivas futuras sao apresentadas no

capitulo 5.



Capitulo 2

Propriedades ()pticas

2.1 Introducao

Quando a radiacao eletromagnética interage com um sélido, os ve-
tores campo elétrico e magnético da radiacao incidente se acoplam com os &tomos que
constituem o sélido. Essa interacao resulta em quatro componentes macroscopicas,
denominadas: radiacao refletida, radiagao absorvida, radiacao transmitida e radiagao
espalhada. A figura 2.1 mostra as possiveis interacoes entre a luz e a matéria. Maiores
detalhes a respeito de cada uma dessa interacoes sao encontrados na literatura citada

ao longo do texto.
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Figura 2.1: Quatro modos possiveis de interagao entre a luz e a matéria [2].

2.2 Meétodos 6pticos de caracterizacao

As medidas da reflexao, transmissao, absorcao, espalhamento da luz
ou luminescéncia como func¢ao do seu comprimento de onda, levam a importantes in-
formacoes sobre as propriedades eletronicas, bem como as propriedades vibracionais
dos materiais.

As interacoes da luz com a matéria tém sido utilizadas ha mais de um
século para o estudo de suas propriedades eletronicas e estruturais. Com a evolucao
dos métodos de preparacao de materiais, muitos dos métodos Opticos de caracte-
rizacao foram utilizados para estudar em detalhes os compostos simples, cristalinos
e amorfos. Eles possibilitam conhecer os estados eletronicos e vibracionais dos ma-
teriais [3].

Vamos tratar inicialmente apenas os processos de absor¢ao e trans-
missao. Quando a radiagao luminosa passa através de um meio material, parte dessa
radiagao pode se transformar em outra forma de energia, principalmente calor. Esse
processo é chamado absor¢cao.Em uma definicao mais geral, absor¢ao é um processo
termodinamico irreversivel.

Vamos considerar um bloco de um material que possui uma face co-

lorida e outra face clara com indice de refragao uniforme, e que a radiagao luminosa



incide no bloco a esquerda. Por causa da mudanca de parte da radiacao luminosa
em calor, uma quantidade menor de energia emerge a direita. Chamando ¢g a quan-
tidade de radiacdo luminosa incidente no bloco e ¢ a quantidade de radiacao que
emerge dele, a razao entre as quantidades da radiacao luminosa transmitida e a
quantidade da radiacao luminosa incidente, ambas medidas no mesmo comprimento

de onda, ¢ chamada transmitancia, T, [4]

_
%0

Assumindo que o bloco é cortado em uma série de fatias finas, cada

T (2.1)

uma com espessura Ax, neste caso como todas as fatias sao semelhantes, elas ab-
sorverao a mesma porcentagem de radiacao luminosa e as quantidades efetivas sao
progressivamente menores. Dessa maneira, os termos transmitancia e absorbancia
tém significados opostos. Enquanto a transmitancia é uma porcentagem, a ab-
sorbancia, A, algumas vezes chamada densidade 6ptica, é definida como o logaritmo
na base 10 do inverso da transmitancia,

A= log; (2.2)

Como a transmitancia, T, é a razao entre as quantidades da radiagao
. oy ’ . . ~ . . .
luminosa transmitida, ¢ , e a quantidade da radiacao luminosa incidente, ¢q, a ab-

sorbancia também pode ser definida como:

/
A =log — (2.3)
0
Se o bloco ¢ feito de um material uniforme, entao em cada fatia uma

certa quantidade de radiagao luminosa, A¢, é perdida,
Adp=dg—¢ (2.4)

A magnitude dessa perda é proporcional a quantidade de radiagao
luminosa incidente, ¢y, a uma constante de proporcionalidade chamada coeficiente

de absorcao, «, e a espessura da fatia, Ax:

Ap = —poaAzx (2.5)



O coeficiente de absorcao é uma caracteristica do material e também
¢ uma funcao do comprimento de onda.

Assumindo que as fatias individuais, ao invés de possuirem uma es-

pessura Ax, sao infinitesimalmente finas, a razao % se tornara:
d
@ _ —adx (2.6)
bo

Para encontrar a perda total, dentro de um bloco de espessura x,

integramos a equagao 2.14 entre os limites de ¢ e x e encontramos:

1n((‘§;) S— (2.7)
Entao:
Zj; _ or (2.8)
E:
¢ = ppe " (2.9)

a qual é a lei exponencial da absorcao.
Entao temos um conjunto de equacgoes que relacionam a absorbancia

e a transmitancia:

¢/
A =log — (2.10)
b0
A = 0.4343ax (2.11)
1
A
o = 2.3026 (2.13)

2.2.1 Fluorescéncia

Luminescéncia é o termo geral para descrever os processos que in-
duzem a emissao de luz por uma substancia. A luminescéncia consiste no processo de

emissao de radiacao eletromagnética por um material, associada com uma transicao



de um estado eletronico excitado para um estado mais baixo.

Na fotoluminescéncia o processo de excitacao esta relacionado a ab-
sor¢ao de luz, fazendo com que elétrons do material passem de um estado de mais
baixa energia para um de mais alta, para em seguida voltar a estados de mais baixa
energia, emitindo o excesso de energia na forma de fétons. A freqiiéncia da radiagao
emitida pela amostra estd intimamente relacionada com os estados eletronicos do
material que a compde. Os fenomenos de fotoluminescéncia podem ser divididos em
duas categorias: fluorescéncia e fosforescéncia.

A emissao a partir de um estado excitado para um outro estado com
mesma multiplicidade de spin é chamada de fluorescéncia. Nesse processo a absorcao
inicial de radiacao leva a molécula para um estado eletronico excitado. A molécula
excitada esta sujeita a colisoes com as moléculas vizinhas e vai cedendo energia de
forma nao-radiativa, em etapas, ao longo da seqiiéncia de niveis vibracionais, até
atingir o nivel de vibracao mais baixo do estado eletronico excitado da molécula. A
molécula excitada pode ter vida suficientemente longa para sofrer emissao espontanea
e emitir o excesso de energia remanescente na forma de radiagao. A fluorescéncia
ocorre em freqiiéncia mais baixa do que a da radiacao incidente, pois a transi¢ao ra-
diativa s6 se da depois de parte da energia vibracional ter se dispersado no ambiente
[5].

A emissao a partir de um estado excitado para um outro estado com
multiplicidade de spin diferente é chamada de fosforescéncia. Essa ocorréncia de
uma transicao proibida de spin é promovida pelo acoplamento spin-orbita, o qual
relaxa a propriedade de spin pela combinacao com um orbital. Na producao de um
estado excitado pela promocao de um elétron dentro de um orbital mais elevado, a
direcao do spin do elétron é preservada. Como muitas moléculas tém um nimero de
elétrons emparelhados e esses sao normalmente arranjados em pares de spin oposto,
a promoc¢ao de um elétron nao perturba essa paridade. No entanto é possivel que
o spin do elétron promovido seja invertido e a molécula tem dois elétrons indepen-

dentes com mesmo spin em orbitais diferentes. Essas moléculas podem existir em



trés formas pouco diferentes, mas normalmente com energias indistinguiveis, e é dito
que a molécula existe em um estado tripleto. O processo indireto de conversao de
um estado excitado produzido pela absor¢ao de energia do estado singleto para o es-
tado tripleto, é conhecido como cruzamento entre sistemas e pode ocorrer em muitas
substancias quando o estado vibracional mais baixo do estado singleto excitado, Sy,
tem o mesmo nivel de energia do estado vibracional mais elevado do estado tripleto.

Os processos que podem acontecer apds a excitacao, criada pela ab-
sor¢ao de radiagao, podem ser radiativos ou nao radiativos. Nos processos radiativos
a radiagdo é emitida e a molécula retorna a um estado de mais baixa energia; e
nos processos nao radiativos a energia do estato excitado é dissipada como calor ou
produzindo reagoes quimicas (fotoquimica). O retorno a um estado de mais baixa
energia também pode envolver a combinacao de ambos os processos.

Moléculas simples produzem freqiientemente ”impressoes digitais” ca-
racteristicas, como estruturas nos espectros de fluorescéncia, com um alto rendimento
quantico, ou seja, a eficiencia da fluorescéncia é maior do que a do espalhamento.
Para moléculas poliatomicas maiores, o rendimento quantico é geralmente baixo, pois
estas moléculas podem retornar a um estado de mais baixa energia por processos nao
radioativos ou fotodissociados do estado excitado [6].

O cruzamento de estado a estado e os varios possiveis processos radia-
tivos e nao radiativos em uma estrutura organica sao freqiientemente representados
pelo chamado diagrama de Jablonski, mostrado na figura 2.2. Nesse diagrama, os
processos radiativos sao representados por uma seta em linha reta, e os processos
nao radiativos sao representados por uma seta ondulada.

O estado fundamental de muitas moléculas, organicas em particular,
envolve elétrons emparelhados; conseqiientemente, seu spin total é zero e a multipli-
cidade do spin é 25 + 1 = 1. Esses sao estados singleto e, em ordem de aumento da
energia a partir do estado fundamental, sao denominados, Sy, Sy, S2, e assim por di-
ante. Para moléculas, as quais o estado fundamental é Sy, a excitacao de um elétron

pode produzir tanto um estado onde os dois elétrons continuam emparelhados ou
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Figura 2.2: Diagrama de Jablonski [2].

um estado onde os dois elétrons estao desemparelhados, denominado estado tripleto
(estado T). As configuragoes de estados tripleto excitados sao denominadas T3, T5,
e assim por diante em ordem do aumento de energia.

Na figura 2.2 o cruzamento entre dois estados eletronicos com mesma
multiplicidade de spin é denominado conversao interna (IC). J4 o cruzamento entre
dois estados de spin diferentes ¢ chamado cruzamento entre sistemas (ISC). Nessa
mesma figura Sy, S, So, sdo estados singleto e T} é um estado tripleto [2].

As energias dos estados fundamental e excitado sao fungoes da coor-
denada de configuracao do sistema, a qual representa a posicao dos niucleos atomicos.
Em geral, a configuracao de equilibrio do estado excitado é diferente da configuracao
do estado fundamental. Uma vez que as transigoes eletronicas acontecem em uma
escala temporal muito mais rédpida que os movimentos nucleares, menos de 1071% s
comparada a aproximadamente 10~! s, o nticleo nao dispoe de tempo para mudar
sua configuragao durante uma transicao eletronica.

Uma molécula em um estado vibracionalmente excitado serd sub-
metida a relaxacao nao radiativa para o estado vibracional mais baixo em uma escala

de tempo de aproximadamente 10713 s. Conseqiientemente a emissao de radiacao
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ocorre a partir do estado vibracional mais baixo do primeiro estado eletronico exci-
tado. Assim os espectros de absor¢ao e emissao mostram uma simetria de espelho,
com a emissao ocorrendo a energias mais baixas.

A absorc¢ao e emissao para uma molécula organica sao representadas
na figura 2.3. As transi¢oes eletronicas sao representadas por linhas verticais e sao

conhecidas como transigdes verticais ou transigoes de Franck-Condon [7].

Extinction

i - | -
coctficient Fluorescence

iniensiiy

Figura 2.3: Processos de absorcao e emissao entre os estados eletronicos Sy e S de

uma molécula organica [7].
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2.2.2 Espalhamento Raman

O espalhamento Raman é um método poderoso para estudar os mo-
dos vibracionais de um material. A espectroscopia Raman tem sido apontada como
uma ferramenta importante na biologia estrutural, uma vez que estd relacionada
com as posi¢oes dos atomos, distribuicao eletronica e forcas intermoleculares. Es-
tas caracteristicas fazem com que a espectroscopia Raman consiga uma correlagao
entre estrutura e fungao [8]. Quando a luz ¢é espalhada por uma molécula, muitos
fotons sao espalhados elasticamente; este é chamado espalhamento Rayleigh. No
espalhamento Rayleigh, o féton espalhado tem a mesma energia do féton incidente.
O termo espalhamento inelastico de luz surgiu primeiramente em trabalhos teéricos
de P.L.Brillouin em 1922 [9] e de A.Smekal em 1923 [10]. Alguns anos depois, em
1928, o espalhamento inelastico de luz por fonons foi observado experimentalmente
por Sir C.V.Raman [11] e por Landsberg e Mandelstam [12] de forma independente.

O espalhamento Raman corresponde a uma pequena fracao, 1 a cada
107, dos fétons incidentes, normalmente fora das condicoes de ressonancia. A principio
o espalhamento de luz por excitacoes elementares, como fonons épticos, modos vi-
bracionais e rotacionais, magnons, plasmons, entre outras, ¢ denominado de espa-
lhamento Raman. Neste capitulo descreveremos apenas brevemente o espalhamento
Raman por modos vibracionais e rotacionais. Ocorre com uma mudanca da energia
vibracional, rotacional ou eletronica da molécula. Neste tipo de espalhamento, dito
ineldstico, as energias dos fétons incidente e espalhado sao diferentes. Se a freqiiéncia
do féton espalhado é menor do que a do féton incidente, uma transicao vibracional
do nivel mais baixo para o nivel mais alto é induzida. Esse processo é chamado
espalhamento Raman Stokes e os picos correspondentes no espectro Raman sao
chamados linhas Stokes. Se o foton espalhado é de freqiiéncia mais alta do que
a freqiiéncia do féton incidente, uma transicao de um nivel vibracional mais alto
para um mais baixo ¢é induzida, originado as linhas anti-Stokes. As figuras 2.4 e

2.5 mostram, respectivamente, um diagrama esquematico dos dois tipos possiveis de
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espalhamento Raman e um espectro Raman tipico do ciclo hexano.
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v

Rayleigh Stokes Raman ~ Anti-Stokes Raman

Figura 2.4: Diagrama de niveis de energia para o espalhamento Raman [13].

Rayleigh

Anti-Stokes x12 Stokes

3000 -2000 -1000 0 1000 2000 3000
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Figura 2.5: Espectro Raman do ciclo hexano [13].

Assim, num espectro Raman tipico completo, devem aparecer trés
regioes: uma correspondente as linhas Stokes, outra correspondente as linhas anti-

Stokes, além da regiao correspondente ao espalhamento elastico, linha Rayleigh, a
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qual corresponde aos fétons espalhados com mesma freqiiéncia e energia dos fétons
incidentes. As intensidades destas linhas podem ser calculadas usando uma teoria
semi-cldssica. Nesta, a interacao entre o meio material e a radiacao é feita através
da susceptibilidade elétrica y, em geral um tensor de segunda ordem. No caso de um
meio isotropico, y pode ser representada por um escalar. Considerando um campo
eletromagnético incidente plano senoidal, presente em um meio, descrito por [14]:

—

E (7, t) = E (E, w) oS (k,-.F— wi.t) (2.14)

Uma polarizagao senoidal P(7,t) serd induzida.

—

P(7,t) = x(E) cos(k;. 7 — w;. 1) (2.15)

Nas equagoes 2.14 e 2.15, 7 t, ke w, representam o vetor posicao, o
tempo, o vetor de onda e a freqiiéncia, respectivamente.

A freqiiéncia e o vetor de onda da polarizacao P sdo os mesmos da
radiacao incidente.

Se o meio esta a uma temperatura finita, existem flutuacoes em x de-
vido as vibragoes atomicas excitadas termicamente. Os modos normais das vibragoes
atomicas em soélidos cristalinos ou semicristalinos sao quantizados e se denominam
fonons. Os deslocamentos atémicos @ (7, t) associados com um foénon podem ser ex-
pressos como ondas planas com vetor de onda ¢ e freqiiéncia wy. Essa descricao é

valida para moléculas, além de solidos.

—

Q (F,t) = Q (T, wo) cos (7.7 — wp.t) (2.16)

Essas vibracoes atomicas modificam y. Assumindo que as freqiiéncias
eletronicas que determinam x sao muito maiores que wy, entao x pode ser tomado
como funcao de C} Esse fato é conhecido como aproximacao quase-estatica ou
adiabética. Normalmente as amplitudes dessas vibragoes a temperatura ambiente
sao pequenas, comparadas com a constante de rede e y pode ser expandida como

uma série de Taylor em Q(F, t):
x (Fiwi, @) = xo (Fi, wi) + (0x/0Q), G (7. 1) + .. (2.17)
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Na equagao 2.17 o representa a susceptibilidade elétrica do meio sem
flutuacoes.
Fazendo a substituicao da equacao 2.17 em 2.15 , pode-se expressar

a polarizagao P(7,t, Q) do meio na presenga de vibragdes atomicas como:

P (7 t,Q) = B (¥, 1) + Pna (7, t, Q) (2.18)

PO (7?, t) = Xo (k17 w2-> Ez (k“ wz-) COS (kz T = Wi t) (219)
A equacao 2.19 representa a polarizacao vibrando em fase com a ra-
diacao incidente e f_’;nd(f', t, Cj) é a polarizacao induzida pelo fonon ou outra flutuacao

similar.
Poa (F, t, Cj) = (8)(/8@)0 Q (7, 1) E, (EZ, wi) cos (Ei.F— wi.t) (2.20)

Para determinar a frequiiéncia e o vetor de onda de P,,4, reescreve-se

— —

Pina(7,t, Q) como:

—

Poa (7, 8, Q) = (0x/0Q), @ (d, wo) cos (7.7 = wo. 1) X

E; (/Zl, wi) cos (I%F — wi.t) (2.21)

_;nd(F @) <§g> @(q,wo) (kz,wz,t)x

{cos[(Ki + q) .7 — (wi + wo) 4] + cos[(k; — §) 7 — (wi — wo) 1]} (2.22)
]3md consiste em duas ondas senoidais: uma onda com vetor de onda

ks = (k; — ) e freqiiéncia wg = (w; —wp) (deslocamento Stokes), outra com vetor de
onda ks = (ki + ) e freqiiéncia was = (w; +wo) (deslocamento anti-Stokes). Como

em todos os processos de espalhamento em estruturas com perturbacao periédicas

(vibragoes), a energia e o vetor de onda sao grandezas conservadas.
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A intensidade da radiacao espalhada pode ser calculada a partir da
média temporal da poténcia irradiada pelas polarizagoes induzidas ﬁmd dentro de um
angulo sélido unitario. Uma vez que as polarizagoes induzidas para o espalhamento
Stokes e anti-Stokes diferem apenas em suas freqiiéncias e vetores de onda, iremos
considerar apenas o espalhamento Stokes. Essa intensidade depende da polarizacao
da radiacao espalhada, €, como ]énd.gg\Q. Denotando a polarizacao da radiacao in-
cidente por €;, a intensidade espalhada Ig, calculada a partir de 2.22, é proporcional a:

(2.23)

2
[S =X ‘

& (0x/0Q) 0@ (wo) -
Na equacao 2.23 nota-se que a intensidade espalhada é proporcional
ao quadrado da amplitude de vibragao @ . Assim, nao ha espalhamento Stokes se
nao ha vibragao atomica presente.
Para que uma vibracao seja ativa por espalhamento Raman deve ocor-
rer uma mudanca na susceptibilidade elétrica durante a vibragao, ou seja:
0
CX 20 (2.24)
0Q
E o caso de todas as moléculas diatomicas que sao ativas em Raman
e é o mesmo para moléculas poliatomicas, onde é suficiente que ao menos uma das
componentes do tensor de susceptibilidade Y, seja variavel com o modo normal de
vibragao considerado para que o modo seja ativo.
Isto quer dizer que ao menos uma das grandezas
O Xz O Xay
= = .-
Qi 0Q;

deve ser diferente de zero [15], para que a intensidade nao seja nula.

(2.25)

°
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2.2.3 Espectroscopia no Infravermelho

A condicao para que ocorra absorcao da radiacao infravermelha é
que haja variacao do momento de dipolo elétrico da molécula como conseqiiéncia de
seu movimento vibracional ou rotacional. Somente nessas circunstancias o campo
elétrico da radiacao incidente interage com a molécula. De outra forma, pode-se
dizer que o espectro de absorcao no infravermelho tem origem quando a radiacao
eletromagnética incidente tem uma componente com freqiiéncia correspondente a
uma transicao entre dois niveis vibracionais, como pode ser visto na figura 2.6. A
vibragao dos atomos no interior de uma molécula apresenta energia compativel com
a regiao do espectro eletromagnético correspondente ao infravermelho (nimero de

onda de 100 a 10000 cm™1).

Raylegh

Scattening

Stad
"

Ants Stobes

Haman

Exeitsnon

Eaery
_|Scatteving

IR
Absorbance

Figura 2.6: Diagrama de niveis de energia para o infravermelho [13].

A figura 2.7 mostra um espectro de infravermelho tipico para o etanol.

Na regiao do infravermelho um tipo diferente de espectroscopia tem

substituido a espectroscopia dispersiva para a maioria das aplicagoes, devido a suas
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Figura 2.7: Espectro de infravermelho do etanol [13].

velocidade e sensibilidade superiores. Ao invés de analisar cada freqiiéncia compo-
nente, todas as freqiiéncias sao examinadas simultaneamente na espectroscopia no
infravermelho pelas caracteristicas do experimento.

A base de qualquer espectrometro no infravermelho por transformada
de Fourier é o interferometro de Michelson, mostrado na figura 2.8.

Nesse sistema, a radiacao de uma fonte luminosa parcialmente co-
erente, emitindo na regiao do infravermelho em amplo espectro é dividida em dois
feixes, no divisor de feixe. Um dos feixes segue em direcao ao espelho de posicao fixa
no qual reflete de volta para o divisor de feixe, onde parte deste feixe reflete de volta
para a fonte e parte vai para o detector. O outro feixe parte do divisor de feixe em
direcao ao espelho movel. O espelho mével também reflete o feixe, parte de volta
para a fonte e parte para o detector. Se a posicao do espelho mével é tal que os
dois feixes percorrem a mesma distancia antes de chegar ao detector, entao os dois
feixes estao em fase, reforcando um ao outro (interferéncia construtiva) e, neste caso,
a energia que chega ao detector sera maxima, uma vez que a fonte é parcialmente

coerente. Por outro lado, se a posicao do espelho movel for tal que os dois feixes
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Figura 2.8: Esquema de um espectrometro por transformada de Fourier [6].

estejam 90° fora de fase, entao um cancela o outro e a energia que chega ao detector,
nesse caso, sera minima. Portanto, a medida que o espelho movel percorre determi-
nada distancia, um interferograma, como o mostrado na figura 2.9, é formado.
Apesar do interferograma conter toda a informacao fornecida pelo es-
pectrometro sob um dado conjunto de condigoes, a forma com que essa informacao
se apresenta nao é muito util. Essa informacao é convertida em espectro, como o da
figura 2.9, relacionando-se as intensidades com as respectivas freqiiéncias, através da
transformada de Fourier. O interferograma é formado pela soma de todas as ondas
de diferentes amplitudes e freqiiéncias que chegam ao interferometro e possui todas
as informacoes espectrais da amostra.
As principais vantagens da espectroscopia no infravermelho por

transformada de Fourier sao:

e O instrumento apresenta poucos elementos 6pticos e nao necessita de fenda. A
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Figura 2.9: Interferograma tipico obtido por um espectrometro no infravermelho por

transformada de Fourier e o espectro correspondente [6].

potéencia da radiacao que chega ao detector ¢ maior do que nos instrumentos

dispersivos e maiores relagoes sinal /ruido sao observadas.
e Melhores precisao e exatidao em termos de comprimento de onda.

e Todos os sinais da fonte alcancam o detector simultaneamente. Essa carac-
teristica torna possivel a obtencao de todo o espectro de uma sé vez e isso pos-

sibilita aumentar o nimero de varreduras para aumentar a razao sinal/ruido.

Para uma molécula centrosimétrica com simetria de inversao existe
uma exclusdo mutua entre os modos Raman ativos (tipo g, pares) e aqueles ativos
por infravermelho (tipo u, impares) [2]. Para moléculas mais complexas do que as
centrosimétricas, devido ao acoplamento, alguns modos sao Raman ativos e infraver-
melho também.

A espectroscopia no infravermelho e a espectroscopia Raman sao
técnicas complementares para caracterizar de maneira mais efetiva as propriedades

vibracionais de materiais biolégicos [2].
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Polissacarideos

Carboidratos compreendem umas das mais amplas classes de molécu-
las organicas e tém sido encontrados desempenhando papel fundamental em uma
variedade de funcoes bioldgicas, por exemplo, nas fungoes de energia e estrutura da
matéria viva [16].

Os polimeros de carboidratos, denominados polissacarideos, consti-
tuem uma das mais abundantes e diversificadas familias de biopolimeros. A sua estru-
tura primadria varia em composicao, seqiiéncia, massa molar, configuracao anomérica,
posicao de ligacoes e densidade de carga. Variabilidades adicionais resultam da sua
susceptibilidade as mudangas ambientais como forga ionica e grau de hidratacao. Mu-
dancas nestes parametros podem dar origem a intimeras formas de estruturas quimi-
cas e de conformacao, as quais refletem em uma grande variagao de propriedades
e aplicagoes, desde produtos quimicos corriqueiros até especialidades quimicas lu-
crativas para uso médico e de alta tecnologia. Numerosas outras aplicacoes estao

surgindo como resultado do aumento da demanda por industrias biotecnoldgicas,
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farmacéuticas e outras [17].

A demanda do mercado para os polissacarideos era da ordem de
60.000 toneladas em 2002. Este mercado mantém uma taxa de crescimento de 20 %
ao ano, antevendo um consumo em 2015 da ordem de 1.000.000 t/ano, constituindo

um mercado anual de US$2 bilhoes [18].

3.1.1 Descricao das amostras utilizadas

A seguir é feita uma descrigao das amostras utilizadas neste trabalho.

As amostras utilizadas neste trabalho foram obtidas do Laboratoério
de Biopolimeros do Departamento de Quimica da UFPR (BIOPOL), sendo estas:
Amilose S-4180, Lote: 99H0652, Amilo-pectina S-9679, Lote: 41K0263 e Albumina,
fornecidas comercialmente pela Sigma - Alemanha. Amido de mandioca (amostra
A32) e amido de milho (amostra A08), fornecidos comercialmente pela Corn Pro-
ducts Brasil Ingredientes Industriais Ltda, Balsa Nova - PR. O amido de mandioca é
pré-gelatinizado para melhorar sua solubilidade e o amido de milho é nativo. Goma
guar (amostra GG) comercializada pela Indian Gum Limited - B-5/7. M.I.A., Basni,
Phase-Ist, Jodhpur-342005, fndia, fornecida pela empresa Herbarium S.A., Produ-
tos Naturais - Curitiba/ Brasil. A galactomanana de pau-ferro (amostra PF) foi
extraida pelo BIOPOL a partir de sementes de Caesalpinea férrea fornecidas pela
Fazenda Conceigdo em Itatiba - SP. As xiloglucanas de jatobd (amostras JMN e
JRA) foram extraidas pelo BIOPOL a partir de sementes de Hymenaea courbaril.
As sementes da amostra JMN foram fornecidas pela Fazenda Conceicao em Itatiba
- SP, dentro de um projeto de reflorestamento denominado Matas Nativas, e as se-
mentes da amostra JRA foram fornecidas pela EMBRAPA de Rancho Alegre - PR.
A xiloglucana de tamarindo (amostra TM) foi extraida pelo BIOPOL a partir de
sementes de Tamarindus indica, obtidas de fonte comercial em Curitiba - PR. A

xiloglucana de jatoba-mirim (amostra JM) foi extraida pelo BIOPOL a partir de
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sementes de Guibourtia hymenifolia, fornecidas pela Fazenda Conceicao em Itatiba
- SP. As amostras aqui descritas foram utilizadas em forma de p6 no estudo de suas
propriedades vibracionais.

A tabela 3.1 mostra um resumo das informagoes a respeito das amostras

utilizadas neste trabalho.

Nomenclatura | Classificagao do material Fonte Apresentagao
Amilose Amilose Sigma Pé
Amilpec Amilo-pectina Sigma Po

Albumina Proteina Sigma Po
A32 Amido de mandioca Corn Po
A08 Amido de milho Corn P6
GG Galactomanana de goma guar | Herbarium P6
PF Galactomanana de pau-ferro | BIOPOL Po6
JMN Xiloglucana de jatoba BIOPOL Po6
JRA Xiloglucana de jatoba BIOPOL Po6

JRA pur Xiloglucana de jatoba BIOPOL Po
™ Xiloglucana de tamarindo BIOPOL Pé
JM Xiloglucana de jatobd-mirim | BIOPOL Pé

Tabela 3.1: Descricao das amostras utilizadas neste estudo.

3.1.2 Extracao e purificacao das amostras

No caso das amostras nao comerciais, amostras PF; JMN; JRA; JRA
purificada; JM; TM, obtidas no BIOPOL, , o processo de extracao dos polissacarideos
¢ descrito na tese de doutorado de Sandra Martin [19]. Inicialmente ocorreu a que-

bra das sementes, que depois foram fervidas em agua destilada por 15 minutos. Em
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seguida foram descascadas, os seus cotilédones foram moidos e submetidos a extracao
aquosa exaustiva, a 25°C. Ao extrato aquoso obtido, foi adicionado cloreto de sédio e
dois volumes de etanol comercial em quantidade suficiente para originar uma solucao
0,1 mol/1. O precipitado, constituido pelo material bruto, foi separado e seco a 25°C.

Na seqiiéncia o polissacarideo bruto foi solubilizado em agua destilada
a uma concentragao de 20g/1 e a essa solugao foi acrescentada solugao de Fehling,
desenvolvida pelo alemao Hermann von Fehling, usada para se diferenciar entre os
grupos funcionais cetona e aldeido, e também para diferenciar agiicares. O material
foi mantido sob refrigeracao num periodo de 5 a 16 horas e, em seguida, o precipitado
formado foi recolhido e descomplexado com &cido cloridrico 0,1 mol/1 e a solugao re-
sultante foram adicionados dois volumes de etanol. O precipitado obtido foi separado
e lavado vérias vezes com etanol aquoso, até a remocao de todo o acido. Apds essa
etapa, o material foi separado e seco a 25°C.

Depois de seco, o material foi novamente solubilizado em dgua desti-
lada a uma concentragao de 5g/l, centrifugado a 7000 rpm por 45 minutos e filtrado
sucessivamente por membranas (MILLIPORE) de éster de celulose com 3,0; 0,8 e
0,22 pm de diametro de poro. A solucao obtida foi evaporada até um volume re-
duzido (~ 150 ml), tratada com dois volumes de etanol e seca a 25°C.

Para obtencao de amostras mais purificadas, o material depois de seco
é novamente solubilizado em dgua destilada a uma concentracao de 1g/1, centrifugado
a 7000 rpm por 45 minutos e filtrado sucessivamente por membranas (MILLIPORE)
de éster de celulose com 3,0; 0,8 e 0,22 um de diametro de poro. A solucao obtida foi
evaporada até um volume reduzido (~ 150 ml), tratada com dois volumes de etanol
e seca a 25°C [19] [20].

O esquema da figura 3.1 mostra de maneira resumida o processo de

extracao das amostras.
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Figura 3.1: Esquema de extrac¢ao dos polissacarideos [19] [20].
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3.1.3 Amidos

Os amidos sao polimeros compostos de muitas unidades de glicose
repetidas. As plantas utilizam o amido como principal reserva de energia, ar-
mazenando carboidratos na forma de granulos nas sementes, frutos, tubérculos e
raizes, dependendo da planta [16].

Amidos nao sao substancias simples, e exceto em instancias muito
raras, sao misturas de duas glucanas estruturalmente diferentes, ou seja, a unidade
de combinagao nesses polimeros é a D-glicose: uma linear, denominada amilose e
outra ramificada, denominada amilo-pectina. A maioria dos amidos possui pro-
porcoes de amilose e de amilo-pectina quase idénticas. A composicao que prevalece
¢ 22-26% amilose e 78-74% amilo-pectina [21].

A amilose é composta de cerca de 250-300 unidades de glicose em
ligacoes @ — (1 — 4)—D-glucana. Neste caso a unidade de combinagao é a D-glicose,
que tem configuracdo a no atomo de carbono anomérico (C-1), que se liga a C-4
da unidade de repeticao seguinte da D-glicose. A designacao « indica que o grupo
hidroxila em C-1 esta a direita na projecao de Fischer e embaixo nas representagoes
de Haworth e conformacional [16].

A figura 3.2 mostra uma representacao esquematica da amilose com

apenas duas unidades de glicose.

CH,OH
0 0
HO CH,OH
OH P
0
/" HO— Gy P

Figura 3.2: Estrutura parcial da amilose [16].
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A amilo-pectina contém cerca de 1000 unidades de glicose e a cada
25 dessas unidades ha uma ramifica¢do. As ramificagoes estao em ligagoes o — (1 —
6)—D-glucana.

A figura 3.3 mostra uma estrutura parcial da amilo-pectina, onde sao

vistas cinco unidades de glicose repetidas, com suas ramificagoes.

Il
\%‘L%Hznﬂ {]‘f____FE'mm de ramalicagio
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ﬂﬁ
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o~ ~—L9
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Figura 3.3: Estrutura parcial da amilo-pectina [16].

3.1.4 Galactomananas

Galactomananas sao polissacarideos compostos por unidades monos-
sacarideas de D-galactose e D-manose e sao comumente encontradas em endospermas
da familia Leguminosae, onde desempenham papel de reserva, bem como em fontes

microbianas, em particular leveduras e fungos. As galactomananas estao localizadas
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na parede endospérmica das sementes durante seu desenvolvimento, e parecem ter
dupla funcao fisiolégica: retém agua por solvatacao, prevenindo a desidratacao, a
qual causaria desnaturacao protéica e servem como reserva alimentar. Estrutural-
mente a maioria dessas moléculas é constituida por uma cadeia principal formada
por unidades 5 — (1 — 6)—D-manose, as quais estdo ligados grupos laterais de
D-galactose. A proporcao de manose:galactose varia entre 1:1 a 4:1 nas diferentes
espécies vegetais.

Na figura 3.4 é apresentada a estrutura parcial da galactomanana,
onde podem ser vistas algumas unidades da cadeia principal constituida por — (1 —
6)—D-manose, assim como alguns grupos laterais de D-galactose, ligados & cadeia
principal.

Duas galactomananas, a goma guar, extraida a partir de sementes
de Cyamoposis tetragonolobus e a goma alfarroba a partir de sementes de Cerato-
nia siliqua sao produzidas comercialmente em grandes quantidades. Outras gomas
como a tara e a fenugreek obtidas de sementes de Caesalpinea spinosa e Trigorella
Foenum-graecum, respectivamente, também sao comercializadas, porém em menor
quantidade.

Galactomananas sao utilizadas em industrias alimenticias, cosméticas,
farmaceuticas e téxteis, como agentes espessantes, estabilizantes, emulsificantes e flo-

culantes [21].

3.1.5 Xiloglucanas

Xiloglucanas sao polissacarideos hemiceluldsicos encontrados princi-
palmente na parede celular primaria de dicotiledoneas, plantas floridas e gimnosper-
mas. As hemiceluloses, literalmente ”"meia celulose”, juntamente com a celulose,
a pectina e as glicoproteinas, formam a parede celular das células vegetais. Po-

dem atuar também como polissacarideos de reserva, sendo encontradas em algumas
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Figura 3.4: Estrutura parcial da galactomanana [22].

sementes. As xiloglucanas sao associadas com as microfibrilas de celulose, desem-
penhando papel importante na expansao celular.

Esses polimeros sao formados por uma cadeia principal de unidades
f—(1 — 4)—D-glucana com cadeias laterais completas de a— (1 — 6)—D-xilose. Em
alguns casos as unidades das cadeias laterais sao substituidas por § — (1 — 2)—D-
galactose ou por a — (1 — 2)—L-fucose. A cadeia principal é idéntica a cadeia da
celulose, no entanto, as xiloglucanas sao soluveis em agua, o que nao ocorre com a
celulose. Xiloglucanas em solugoes aquosas podem formar gel sob certas condigoes,
tais como a adigao de alcool [23].

A figura 3.5 mostra a estrutura parcial da xiloglucana com os constitu-
intes da cadeia principal (3—(1 — 4)—D-Glu) e das cadeias laterais («—(1 — 6)—Xil
e f— (1 — 2)—D-Gal).

Xiloglucana de semente de tamarindo (Tamarindus indica) é a tnica
xiloglucana disponivel comercialmente no momento. Pode ser utilizada, principal-
mente, nas industrias téxteis e alimenticias e ainda como adesivos e agente emulsifi-
cante. Em cosméticos, para preparar emulsoes de 6leos essenciais, cremes de barbear
e dentifricios. Em produtos farmacéuticos, como ligante em comprimidos e drageas.

Em inseticidas, para emulsificar principios ativos e 6leos minerais [19].
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Figura 3.5: Estrutura parcial da xiloglucana [24].

3.2 Métodos de caracterizacao 6ptica

3.2.1 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica de andlise rapida e nao des-
trutiva e seu estudo, estando situado principalmente na faixa do visivel, faz com que
nao seja necessaria nenhuma preparacao especial das amostras.

E uma forma de espectroscopia vibracional, a qual fornece informacoes
sobre os modos de vibragao e estruturas moleculares por meio do espalhamento
inelastico da luz. Esses movimentos vibracionais sao fungoes da conformacao mole-
cular, da distribuicao dos elétrons em ligacoes quimicas e do ambiente molecular.

Deste modo, a interpretagao do espectro Raman fornece informacoes sobre todos
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esses fatores [8].

Os espectros Raman deste trabalho foram registrados com um es-
pectrometro triplo Jobin-Yvon T64000, do grupo de Propriedades Opticas do De-
partamento de Fisica da Matéria Condensada da UNICAMP. Um laser continuo de
Art (Coherent) de comprimento de onda 514,5 nm , com poténcia maxima de 5W,
foi focalizado na amostra com uma poténcia de 5mW, através de uma objetiva de
microscopio de 50x. Como o tamanho do ponto de focalizacao do laser na amostra
¢ 3 pm, nesta condigao a densidade de poténcia na amostra foi de 71 kW /cm? e
para esta densidade de poténcia nao foram observadas modificagoes nas amostras.
A fenda de entrada do espectrometro utilizada foi de 300 um, resultando numa re-
solucao espectral de 4 em™!. O detector utilizado foi um CCD de 1024 x 512 pixels,
refrigerado com Ny liquido a -135°C.

Os sinais Raman foram coletados dentro de um intervalo espectral de
100 em™1 até 2000 cm™!, o qual se mostrou mais interessante, visto que a maioria
das bandas foram nele observadas. Foram obtidos dois espectros de cada amostra e
o tempo de aquisicao para os mesmos da maior parte das amostras foi de 300 s, salvo
aquelas com forte fluorescéncia, em que o tempo foi de 60 s, devido a saturacao do
detector.

A figura 3.6 mostra a montagem experimental utilizada para a obtencao
dos espectros Rama.

Na figura 3.7 tem-se o esquema éptico utilizado na montagem expe-

rimental.

3.2.2 Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia é a técnica que detecta o espectro
da radiagao emitida por um atomo ou molécula, quando esta relaxa do estado exci-
tado para um estado de menor energia.

E uma das técnicas espectroscépicas mais amplamente utilizadas nas
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Figura 3.6: Montagem experimental utilizada para obtengao dos espectros Raman

[25].

areas da Bioquimica e da Biofisica molecular, atualmente. Apesar das medidas de
fluorescéncia nao fornecerem informagoes estruturais detalhadas, a técnica tem se
tornado popular por causa da sensibilidade as mudancas nas propriedades e estru-
turas de um material [26].

A figura 3.8 mostra a montagem experimental utilizada para a obtengao
dos espectros de fluorescéncia.

Os espectros de fluorescéncia foram registrados com um espectrometro
Andor -Idus Shamrock sr-303i, do grupo de Propriedades ()pticas, Eletronica e
Fotonica da UFPR. Um laser continuo de Nd-YAG de 532 nm com poténcia de
100 mW foi utilizado como fonte de excitacao. Também foi utilizado filtro de linha
para 532 nm para filtrar eventuais linhas esptrias da cavidade do laser. A lente de
focalizagao (Melles Griot) do laser na amostra tem distancia focal de 120 mm e a
lente de coleta (Nikon) da luz vinda da amostra tem distancia focal de 50 mm. A

lente de focalizagao (Melles Griot) da luz gerada pela amostra no espectréometro tem
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Figura 3.7: Esquema éptico do espectrometro triplo.

distancia focal de 65 mm. As fendas de entrada utilizada para a luz espalhada, foram
de 400 pum e 600 pm. O detector utilizado foi um CCD de Si de 1024 x 128 pixels,
resfriado a -50°C num sistema Peltier de duplo estagio.

Os sinais de fluorescéncia foram coletados dentro do intervalo espec-
tral de 550 nm até 900 nm. Este intervalo foi escolhido em fun¢ao do comprimento
de onda do laser utilizado e também porque nao foram obtidos sinais além de 900
nm. Foram obtidos dois espectros de cada amostra, com cada fenda, e o tempo de

aquisicao para os mesmos foi de 60 s.
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Figura 3.8: Montagem experimental utilizada para obtencao dos espectros de fluo-

rescéncia.

3.2.3 Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho é um tipo de espectroscopia de ab-
sor¢ao a qual usa a regiao do infravermelho do espectro eletromagnético. Como as
demais técnicas espectroscépicas, ela pode ser usada para identificar um composto
ou para investigar a composicao de uma amostra, visto que diferentes grupos fun-

cionais absorvem diferentes freqiiéncias caracteristicas da radiacao infravermelho. E
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um tipo de espectroscopia vibracional que mede os diferentes tipos de vibragao entre
atomos de acordo com suas ligacoes interatomicas.

A espectroscopia de infravermelho pode ser usada para estudar dife-
rentes tipos de amostras tais como gases, liquidos e sélidos, o que a torna uma
ferramenta importante para a elucidagao da estrutura, sendo uma técnica comple-
mentar a espectroscopia Raman.

As aplicagoes gerais desta técnica consistem na determinacao de gru-
pos funcionais em materiais organicos, determinagao da composicao molecular de
superficies, determinacao quantitativa de compostos em misturas, determinacao da
conformacao molecular e estereoquimica, bem como a determinacao da orientacao
molecular [27].

Os espectros de infravermelho obtidos neste estudo foram registrados
com um espectrometro Bomem MB Série 100, equipado com um laser de He-Ne com
comprimento de onda de 632,8 nm e poténcia maxima de 25 pyW. O detector uti-
lizado foi um detector de alta velocidade de sulfato de triglicina deuterada (DTGS).
A figura 3.9 mostra o equipamento utilizado do Laboratério de Infravermelho da
UFPR.

Os espectros de infravermelho foram coletados dentro de um intervalo
de 500 em™! até 4000 cm ™!, com uma resolucao espectral fixa de 4 cm™! e a uma
velocidade de varredura do espelho fixa de 0,2 cm/s. Foram feitas 16 varreduras
para cada amostra, com a finalidadde de diminuir o ruido, ou aumentar a relacao
sinal/ruido [28].

Para a realizacao das medidas as amostras em p6 foram dispersas
em um meio transparente ao infravermelho, na faixa de medida. O meio ideal para
o infravermelho médio (400-5000 cm™!) é o brometo de potéssio (KBr), que néo ab-
sorve radiacao infravermelha. Entao as tinicas linhas espectrais a aparecer seriam da
amostra.

Em nosso caso a mistura da amostra com o KBr foi triturada e pren-

sada a fim de formar uma pastilha pela qual a radiacao infravermelho pudesse ser
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Figura 3.9: Espectrometro Bomem MB Série 100, utilizado para obtencao dos es-

pectros de infravermelho.

transmitida. Essa pastilha precisa ser prensada a altas pressoes, no caso 8 ton de
carga, a fim de garantir sua estabilidade mecanica e para esse fim foi utilizada uma
prensa hidraulica.

As figuras 3.10 e 3.11 mostram o equipamento utilizado para obter

as pastilhas para os espectros de infravermelho [28].
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Figura 3.10: Prensa hidraulica utilizada para preparacao das pastilhas.

Figura 3.11: Equipamento utilizado para preparagao das pastilhas.
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Capitulo 4

Resultados e Discussoes

Os resultados obtidos com cada uma das técnicas de espectroscopia
vibracional, assim como as discussoes referentes a estes, sao apresentados divididos
de acordo com a classificacao do polissacarideo, isto é, primeiro discutiremos os re-
sultados da amilose e amilo-pectina, para logo em seguida discutir os resultados dos
amidos, das galactomananas e por fim das xiloglucanas.

Como visto na secao 3.2.1. a espectroscopia Raman fornece, entre
outras, informacoes sobre a conformacao molecular, além da funcionalidade quimica,
a partir da identificagdo das regioes espectrais e freqiiéncias caracteristicas em ter-
mos dos modos vibracionais.

Por causa da grande quantidade de informacao presente no espectro
Raman dos polissacarideos, é dificil analisa-la devido a natureza complexa dos espec-
tros deste tipo de material. A maioria dos modos normais de vibracao das moléculas
de carboidratos sao fortemente acoplados e, por conseqiiéncia disto, dificeis de iden-
tificar [29]. A interpretacdo do espectro Raman baseada em dados experimentais
puros é freqlientemente problemdtica, visto que uma designacao precisa das ban-
das Raman medidas, para vibragoes especificas é parcialmente clara e muitas vezes

ambigua. Uma designagao confiavel das bandas Raman observadas experimental-
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mente e conseqiientemente um entendimento detalhado da estrutura geométrica e
eletronica pode ser obtido apenas através da comparacao com o espectro calculado
teoricamente. Calculos quantum quimicos e em particular DET (teoria do funcional
de densidade ) sao, nos dias de hoje, complementos quase indispensaveis para estu-
dos experimentais em Raman [30]. Um primeiro passo para a interpretacdo desses
espectros complexos é o conhecimento das posicoes das bandas no espectro Raman
causadas pelos monossacarideos individuais [31]. Artigos publicados nos tltimos
anos, como por exemplo, Mrozek e Weaver [29], De Gelder et al [31], Thygesen et al
[32], Barron et al [33], tém mostrado resultados nesse sentido.

De acordo com a literatura os espectros vibracionais de carboidratos
podem ser divididos em regioes atribuidas a modos vibracionais especificos, a saber:
de 3600 a 2800 cm ™1, estiramento de ligacoes tipo CH ou OH; de 1500 a 1200 cm ™!,
deformacoes envolvendo ligacoes tipo HCH e CH,OH; de 1200 a 950 cm™!, estira-
mento de ligagdes tipo C-O, com possiveis contribuigoes de ligagoes tipo C-C; de 950
a 700 cm ™!, deformacoes de grupos laterais tipo COH, CCH e OCH contendo ”im-
pressao digital”e também possiveis estiramentos da ligacao C-C; abaixo de 700 cm ™!
é a regiao do dito esqueleto da molécula, contendo deformagoes exociclicas na regiao
entre 700 e 500 cm ™! e endociclicas abaixo de 500 cm ™' [29]. A tabela 4.1 apresenta
um resumo das regioes espectrais em funcao dos modos vibracionais especificos.

Os espectros Raman da amilose e da amilo-pectina sao mostrados
na figura 4.1.

No espectro da amilose ha a presenca de duas bandas fracas em 1550
em™~! e 1667 cm ™!, respectivamente. Para a amilose a regiao entre 1620-1680 cm™! é
identificada como o alongamento da ligagao C=C ou C=0 [34]. Bandas na regiao de
1655 cm~! associadas com outras em 1300 cm™! podem também indicar a presenca
de proteinas [31].

Foram identificadas bandas em 1459 cm™!, 1400 cm™!, 1383 cm™!,

1

1333 ecm~! e 1258 cm ™! . Os modos vibracionais da regiao entre 1200-1500 cm ™! sao

relacionados com deformagoes envolvendo ligagoes do tipo HCH e CH,OH [29].
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0¥

Regiao espectral(cm™!)

Modo vibracional

3600 a 2800 Estiramento de ligagoes CH ou OH

1500 a 1200 Deformacoes de ligacoes HCH e CH,OH

1200 a 950 Estiramento de ligagoes C-O, com contribuicoes de ligacoes C-C

950 a 700 Deformacoes de grupos laterais COH, CCH e OCH contendo ”impressao digital”e estiramentos de ligagoes C-C
700 a 500 Regiao do esqueleto da molécula contendo deformagoes exociclicas

abaixo de 500

Regiao do esqueleto da molécula contendo deformagoes endociclicas

Tabela 4.1: Resumo das regioes espectrais em fun¢ao dos modos vibracionais [29].
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Figura 4.1: Espectro Raman da amilose e da amilo-pectina.

Identificaram-se bandas nas seguintes posi¢oes no espectro: 1200
em~!, 1150 em ™!, 1117 em™!, 1083 cm ™! e 1050 cm !, A regiao entre 950-1200 cm ™!
¢ associada com estiramento da ligacao do tipo C-O, com possiveis contribuigoes de
ligagoes tipo C-C [29].

As bandas em 933 cm™!, 867 cm™!, 767cm ™! e 717 cm™! sdo rela-
cionadas a deformacoes de grupos laterais tipo COH, CCH e OCH, contendo ”im-
pressao digital”e também possiveis estiramentos da ligagao C-C [29].

A regiao entre 890-930 cm ™! é associada &” impressoes digitais”do es-
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queleto e relacionada a ligagoes do tipo a—(1 — 4) [32]. A regiao de impressao digital
do esqueleto de uma molécula, é a regiao do espectro associada as vibragoes que ten-
dem ser especificas para uma molécula em particular. Tais vibragoes envolvem fortes
acoplamentos entre modos de estiramento ou flexao em cadeias lineares ou anéis.
Uma ligagao do tipo a — (1 — 4) envolve as hidroxilas que estao situadas a direita
na projecao de Fischer e embaixo nas representacoes de Haworth e conformacional,
nos carbonos C-1 e C-4, como mostrado na figura 4.2 [35].

Notam-se também bandas em 617 cm™!, 583 cm™! e 533 cm™!. As

H OH H

] 1] ]
B N /4 ok
gt o) L

H2C __OH H2C __OH H2C — OH R

OoH H

Figura 4.2: Ligacao do tipo a — (1 — 4) presente na cadeia principal da amilose e

da amilo-pectina [35].

1 1

bandas abaixo de 700 cm™", na regiao entre 500-700 cm™" sao relacionadas com o
esqueleto da molécula contendo deformagoes exociclicas [29].

Notou-se uma banda muito forte em 483 cm™! e também bandas em
450 cm ™, 400 cm ™!, 367 cm ™! e 317 cm ™. A regido abaixo de 500 cm ™! é associada
com o esqueleto contendo deformagoes endociclicas [29].

Fazendo a comparacao dos resultados desse trabalho com os obtidos
por De Gelder [31], verificou-se em nossos espectros a existéncia das bandas abaixo
de 400 cm™!, nao observadas anteriormente. Pela regido espectral, estas vibracoes
devem fazer parte do conjunto de vibragoes endociclicas.

Comparando os modos vibracionais das bandas observadas no espec-

tro da amilose com os das vibragoes moleculares normais da a-D-glucana publicada

na literatura [31], nota-se que estas sdo muito préximas ou ha coincidéncia dos mo-
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dos vibracionais. Este fato era esperado, ja que a amilose é um polimero com cadeia
linear formada pela repeticao de unidades da a-D-glucana.

Como pode ser visto na figura 4.1, ha grande concordancia entre as
bandas da amilose e da amilo-pectina, salvo a presenca de duas bandas fracas em
1550 cm™! e 1667 cm ™!, somente no espectro da amilose.

Dessa maneira pode-se concluir que a ramificagao na estrutura da
amilo-pectina nao induz muitas mudancas no seu espectro Raman comparado com
o da amilose, com base nos resultados obtidos.

Os modos vibracionais caracteristicos encontrados na amilose e na
amilo-pectina sao condensados na tabela 4.2.

Os espectros de infravermelho da amilose e da amilo-pectina sao
mostrados na figura 4.3.

Foram identificadas bandas em 533 cm~!, 583 cm™!, 717 ecm™!,
767 cm~!, 867 cm~! e 946 cm~!. As bandas nessa regido abaixo de 1000 cm™! sdo
atribuidas a "impressoes digitais” do esqueleto da molécula e no caso a ligacao C-O-C
[32] no esqueleto. A banda em 867 cm™ é caracteristica da regiao anomérica [36]. A
regiao anomérica ¢ a regiao do espectro na qual os anémeros sao detectados, ou seja,
ocorre a distingao entre as configuracoes o ou 3 da molécula. No caso da amilose e
da amilo-pectina tem-se a configuracao «, visto que estes materiais sao polimeros da
a-D-glucana.

Na regiao entre 1000-1200 cm™! foram observadas bandas em 1036
em™t, 1089 ecm™! e 1161 cm™!. Esta regidao é dominada por vibracdes do anel
justapostas com vibragoes de estiramento de grupos laterais (C-OH) e por vibragoes
de ligagoes glicosidicas C-O-C [36].

Na regiao entre 1250-1400 cm~! obtiveram-se bandas em 1250 cm™!
e 1375 cm~!. As bandas nesta regiao sao atribuidas ao estiramento da ligacao C-O
[36].

Identificaram-se bandas em 1429 cm™!, 1667 cm™!, em 2111 cm™! e

em 2956 cm™!, sendo a banda em 2111 cm™! alargada. As bandas na regido entre
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Amostra Modo vibracional (em cm™!) Tipo de ligagao

1550, 1667 alongamento da ligacao C=C

1258, 1383, 1400, 1459 deformagoes envolvendo ligagoes HCH e CH,OH
Amilose 1050, 1083, 1117, 1150, 1200 estiramento de ligagoes C-O com contribui¢oes C-C

717, 767, 867, 933
533, 583
317, 367, 400, 450, 483

deformagoes de grupos laterais COH, CCH e OCH e estiramentos da ligacao C-C

vibragoes do esqueleto contendo deformagoes exociclicas

vibragoes do esqueleto contendo deformagoes endociclicas

Amilo-pectina

1258, 1383, 1400, 1459
1050, 1083, 1117, 1150, 1200
717, 767, 867, 933

533, 583

317, 367, 400, 450, 483

flexao da ligacao C-H

estiramento de ligagoes C-O com contribuigdes C-C

flexao da ligagao C-C

vibragoes do esqueleto contendo deformagoes exociclicas

vibragoes do esqueleto contendo deformagoes endociclicas

Tabela 4.2: Bandas observadas nos espectros Raman da amilose e da amilo-pectina [29], [31], [32].
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Figura 4.3: Espectro de infravermelho por transformada de Fourier da amilose e da

amilo-pectina.

2100-2250 cm ! sdo atribuidas ao estiramento da ligacao C=C, o que neste caso nao
faz sentido, uma vez que as moléculas de amilose e amilo-pectina nao apresentam
este tipo de ligacao. Mais experimentos sao necessarios para a elucidacao da origem

I sdo atribuidas ao estira-

destas bandas. As bandas na regiao entre 2700-3300 cm™
mento da ligagao C-H [37].
Em 3400 cm™! foi observada uma banda alargada e esta pode ser

atribuida ao estiramento da ligacao O-H [38].
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Nao observou-se nenhuma diferenca significativa entre os espectros da
amilose e da amilo-pectina, a ponto do grafico da amilo-pectina ter sido transladado
na vertical na figura 4.3 para melhor visualizacao. Ha grande concordancia entre
as bandas da amilose e da amilo-pectina. Dessa maneira pode-se concluir que a
ramificacao na estrutura da amilo-pectina nao induz mudancas no seu espectro de
infravermelho comparado com o da amilose, assim como foi observado nos espectros
Raman das mesmas amostras.

Para facilitar a comparagao entre os dados obtidos com os dois méto-
dos espectroscépicos, a partir deste ponto todas as figuras apresentarao dois graficos.
Em fungao disso o espectro de infravermelho por transformada de Fourier sera apre-
sentado em uma escala horizontal até 2000 cm~!. Além disso como todas as regioes
espectrais ja foram identificadas com o tipo de vibragao que as produziu, daqui em
diante s6 serao citadas as bandas observadas.

A figura 4.4 mostra os espectros da amilose.

A partir da figura 4.4 observa-se a coincidéncia, nos dois espectros,
das bandas presentes em 533 cm™!, 583 ecm™!, 717 cm~!, 767 cm! e 867 cm 1.
A coincidéncia dos modos ativos Raman e infravermelho é devida ao acoplamento
existente em moléculas complexas, como é o caso dos polissacarideos. Tanto na
espectroscopia Raman, como na espectroscopia de infravermelho por transformada

! sao atribuidas a "impressoes

de Fourier, as bandas na regiao abaixo de 1000 cm™
digitais”do esqueleto da molécula.

Para a amilo-pectina a figura 4.5 mostra os espectros Raman e FT-IR
desse polissacarideo.

A partir da figura 4.5 observa-se a coincidéncia, nos dois espectros,
das bandas presentes em 533 cm™!, 583 cm~!, 717 cm ™!, 767 cm ™!, 867 cm™!, 933
ecm~!, 1083 cm ™!, 1200 ecm ™! e 1667 cm L.

No caso do outro grupo de polissacarideos, os amidos, estes tém sido

estudados na literatura, como nos artigos publicados por Dupuy e Laureyns [39] e

Santha et al [40].
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Figura 4.4: Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

amilose.

Para o amido de milho (A08), os espectros sao mostrados na figura

4.6.
No espectro Raman da amostra AO8 ha a presenca de duas bandas

fracas na regiao entre 1550-1650 cm™!.

Constataram-se também banda em 1450
cm™!, duas bandas muito préximas em 1400 cm ™!, banda em 1388 cm™!, banda em
1341 cm™!, duas bandas muito préximas em 1259 cm™!, banda em 1212 ecm™!, 1129

em™!, 1082 em™t, 1059 em ™, 953 em ™!, 871 em™!, 776 cm ™!, 718 em ™!, 624 cm Y,
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Figura 4.5: Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

amilo-pectina.

576 cm™ !, 529 cm ™!, uma banda muito forte em 494 cm™!, em 441 cm™!, 412 cm ™!,
365 cm™! e 306 cm™!. A identificacao dos modos vibracionais que deram origem s
bandas nas regioes observadas, foi feita anteriormente neste capitulo.

No espectro de infravermelho dessa mesma amostra identificaram-se
bandas em 529 cm™!, 576 cm™!, 706 cm™!, 718 em™!, 776 cm™!, 859 cm™!, 929
ecm~!, 1024 em™!, 1082 em™!, 1165 cm™!, 1200 em™t, 1235cm™!, 1306 cm ™!, 1365
em~!, 1424 ecm™!, 1635 cm~ L
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Figura 4.6: Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier do

amido de milho, amostra A0S.

A partir da figura 4.6 observa-se a coincidéncia, nos dois espectros,
das bandas presentes em 529 cm™!, 576 cm™!, 718 cm ™!, 776 ¢ 1082 cm ™.

Para o amido de mandioca (A32), os espectros sao mostrados na
figura 4.7.

De acordo com as figuras 4.6 e 4.7 as bandas presentes no espectro
Raman do amido de mandioca sao as mesmas do amido de milho, com excegao das

bandas em 1659 cm~1,1553 cm™!, 624 cm™! e 529 cm™!, presentes no espectro do
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Figura 4.7: Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier do

amido de mandioca, amostra A32.

amido de milho. Com base nas mesmas figuras constata-se que todas as bandas de
infravermelho sao coincidentes para os dois amidos.

Os amidos estudados, além da diferenca da fonte, diferem também
nos seus processos de preparacao. Enquanto o amido de milho é nativo, o amido
de mandioca sofreu pré-gelatinizacao. O processo de pré-gelatinizagao ocorre por
aquecimento com agitagao continua em um minimo de agua, suficiente para garantir

a gelificacio do amido e visa melhorar a solubilidade deste [41]. No entanto, de
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acordo com os espectros das figuras 4.6 e 4.7 nao hé diferencas marcantes entre os
dois amidos.

Comparando as regioes espectrais observadas nos amidos A0O8 e A32
com as observadas na amilose e na amilo-pectina , nota-se que estas sao muito
proximas ou ha coincidéncia, como poderia se esperar visto que os amidos de fontes
diferentes possuem proporcoes de amilose e de amilo-pectina quase idénticas. E
por conseguinte os modos de vibracao observados nos amidos também sao muito
proximos ou ha coincidéncia com os das vibragoes normais da a-D-glucana, ja que a
amilose e a amilo-pectina sao seus polimeros.

Assim como ocorreu para a amilose e a amilo-pectina, verificou-se a

existéncia das bandas abaixo de 400 cm™!

, as quais coincidem também com o for-
mato e posicao das observadas nas amostras de amilose e amilo-pectina.

Comparando as regioes espectrais observadas nos amidos AO8 e A32
com as observadas na amilose e na amilo-pectina, nota-se que ha coincidéncia na
maioria delas, excecao sao as bandas em 792cm™!, 1000 cm™!, 1083 cm~!, 1146
em™, 1667 cm™! e 2938 cm™!, presentes somente nos amidos e as bandas em
77lem™, 1042cm~!, 1167cm™!, 1625cm~! e 2958 cm™!, presentes somente na
amilose e na amilo-pectina. Este fato era esperado visto que os amidos possuem
proporcoes de amilose e de amilo-pectina quase idénticas. As bandas extras apresen-
tadas pelos amidos podem ser resultado de modos acoplados, devido a estas misturas
e pesos moleculares diferentes.

Os modos vibracionais caracteristicos encontrados nos amidos de milho

(A08) e de mandioca (A32) sao condensados na tabela 4.3.

Os espectros da galactomanana de pau-ferro (PF') sao apresentados
na figura 4.8.

Neste caso nenhuma banda foi identificada no espectro Raman. Este
fato é atribuido a forte fluorescéncia, que por sua vez é relacionada a presenca de

outros materiais além da propria galactomanana, muito provavelmente, proteinas na
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Amostra | Modo vibracional (em cm™1) Tipo de ligagao
1553, 1659 alongamento da ligagao C=C
1212, 1259, 1341, 1388, 1400, 1450 deformagoes envolvendo ligacoes HCH e CH,OH
953, 1059, 1082, 1129 estiramento de ligagoes C-O com contribuigoes C-C
A08 718, 776, 871, deformacoes de grupos laterais COH, CCH e OCH e estiramentos da ligacao C-C
529, 576, 624 vibragoes do esqueleto contendo deformagoes exociclicas
306, 365, 412, 441, 494 vibragoes do esqueleto contendo deformacoes endociclicas
1212, 1259, 1341, 1400, 1450 deformagoes envolvendo ligacoes HCH e CH,OH
718, 776, 871, 953, 1059, 1082, 1129, 1165 | deformacoes de grupos laterais COH, CCH e OCH e estiramentos da ligacao C-C
A32 276 vibragoes do esqueleto contendo deformacoes exociclicas

306, 329, 365, 412, 441, 494

vibragoes do esqueleto contendo deformagoes endociclicas

Tabela 4.3: Bandas observadas nos espectros Raman do amido de milho (amostraA08) e do amido de mandioca (amostraA32)

29], [31], [32].
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Figura 4.8: Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

galactomanana de pau-ferro, amostra PF.

proporcao de 25%, de acordo com informagoes obtidas no BIOPOL. Se a amostra
exibe fluorescéncia, seu sinal é muitas ordens de magnitude mais intenso que o Ra-
man e dessa forma as bandas Raman podem ser mascaradas [6].

Pode-se relacionar a fluorescéncia no espectro com a presenca de
proteina e/ou compostos fendlicos, uma vez que este fendmeno caracteristico deste
grupo de macromoléculas, como pode ser visto na figura 4.9 que mostra o espectro

da proteina albumina.
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Figura 4.9: Espectro Raman da proteina albumina.

Para ratificar esta atribuicao, medidas do espectro de fluorescéncia
da amostra PF foram realizadas e este é mostrado na figura 4.10.

Como pode ser verificado a partir dessa figura, a amostra PF real-
mente apresenta fluorescéncia em diversos comprimentos de onda. Como ha além da
B — (1 — 6)—D-manose, formadora de sua cadeia principal e da D-galactose, consti-
tuinte de seus grupos laterais, um conteido de aproximadamente 25% de proteinas,
de acordo com informagoes do BIOPOL, sendo que estas nao sao identificadas e

também outros compostos, nao foi possivel determinar os niveis eletronicos e as
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Figura 4.10: Espectro de fluorescéncia da galactomanana de pau-ferro, amostra PF.

transicoes que ocorrem entre eles, para essa amostra e um estudo mais profundo do

espectro de fluorescéncia esta fora do escopo deste trabalho.

na regiao abaixo de 1000 cm™
cm~!. A banda em 875 cm™! é caracterfstica da regiao anomérica [36]. No caso das
galactomananas tem-se a configuracao 3, visto que estes materiais tem sua cadeia

principal constituida por f— (1 — 6)—D-manose, e esta se situa entre 857-893 cm™

[32).

No espectro de infravermelho da figura 4.8 vé-se a presenca de bandas

1

e elas estao situadas em 765 cm™!, 800 cm™

95

1
)

871

1

950



H4 bandas na regidao entre 1000-1200 cm ™!, sendo estas em 1024 cm ™!

e 1153cm~!. Na regiao entre 1250-1400 cm™! foi observada uma banda em 1247

e em 1647 ecm~'. De acordo com a re-

cm~!. Observaram-se bandas em 1541 cm™
feréncia [32] os modos vibracionais da regiao entre 1500-1570 cm ™! e entre 1607-1679
ecm ™!, presentes no espectro de infravermelho, sao devidos & flexao da ligaciao N-H e
ao estiramento C=Q, respectivamente, principalmente em proteinas, o que poderia
explicar a forte fluorescéncia observada no espectro Raman da amostra PF e a forte
banda de emissao, em aproximadamente 670 nm, no seu espectro de fluorescéncia.

A figura 4.11 apresenta os espectros de outra galactomanana da amos-
tra GG, extraida da goma guar.

Na figura 4.11, no espectro Raman, vé-se a presenca de bandas em

1600 cm—t, 1565 cm ™!, 1471 ecm ™!, trés bandas muito préximas em 1400 cm~!, 1376

1 1

em~! e 1350 em ™!, bem como uma banda em 1259 cm™!. Apesar desta regido ser
atribuida as mesmas vibragoes utilizadas para explicar os espectros anteriores, vemos
que os espectros sao qualitativamente bem distintos, justamente devido ao fato de
que estes modos estao bastante acoplados e como as moléculas sao diferentes, obte-
mos freqiiéncias dos modos e nimero de modos diferentes.

H4 trés bandas bem préximas em 1141 cm ™!, 1118 ecm ™! e 1082 cm ™,
e também bandas em 1000 cm ™!, 976 cm ™!, 941 ecm ™!, 882 cm ™!, 835 cm ™!, 706 cm ™!,
600 cm™t, 473 em™!, 433 em ™! e 364 cm .

Fazendo uma analise comparativa do espectro da galactomanana de
goma guar com o do oligossacarideo que constitue sua cadeia principal, formada
por unidades  — (1 — 6)—D-manose e de seus grupos laterais de D-galactose [31],
observa-se que apenas poucas bandas coincidem ou estao muito proximas. Este fato
pode indicar a presenca de outros compostos na galactomanana, como por exem-
plo, proteinas, uma vez que o polissacarideo possui bandas na regiao entre 870-1150
em ™!, que é a regiao de alongamento da cadeia principal das proteinas, originando-se
principalmente no alongamento de ligagoes C,-C, C,-Cg e C,-N [33].

As proteinas sao compostos organicos constituidos por um grande
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Figura 4.11: Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

galactomanana de goma guar, amostra GG.

nimero de moléculas de aminoacidos. A nomenclatura dos aminoacidos obedece as
regras da [upac. Assim, a numeracao dos carbonos da cadeia principal deve se iniciar
pelo grupo carboxila; ou, entao, deve-se nomear tais carbonos com letras gregas a
partir do carbono vizinho a carboxila [35]. Assim na figura 4.12 tem-se a designagao
do que sao os carbonos C, e Cg.

A partir da figura 4.11 observa-se a coincidéncia, nos dois espectros,

das bandas presentes em 835 cm ™! e 1082 cm L.
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Figura 4.12: Cadeia principal de um aminodcido, constituinte de uma proteina [35].

A figura 4.13 mostra os espectros das xiloglucanas, amostras JM e
JMN.

Como pode ser observado a partir da figura 4.13, as amostras JM e
JMN apresentaram forte fluorescéncia e conseqiientemente nenhuma banda foi iden-
tificada no espectro Raman.

A impossibilidade de identificacao de bandas no espectro Raman
dessas amostras, motivou a realizacao de medidas dos espectros de fluorescéncia
das mesmas, os quais sao mostrados na figura 4.14.

Com base nos espectros da figura 4.14, verificou-se a existéncia de
fluorescéncia nas amostras JM e JMN. Nota-se uma forte semelhanca entre estes
espectros de fluorescéncia e o apresentado pela amostra PF, sendo que este tltimo
ainda apresenta uma forte banda de emissao em aproximadamente 670 nm.

Nos espectros de infravermelho da figura 4.13 constataram-se bandas

1 presentes em 718 cm™!, 765 cm ™!, 894 cmte 941

na regiao abaixo de 1000 cm™
ecm~ 1. Na regiao entre 1000-1200 cm™! verificaram-se bandas em 1165 cm™ e 1200
ecm 1. Na regiao dos niimeros de onda entre 1250-1400 cm ™! observou-se uma banda
em 1376. Identificou-se uma banda em 1647 cm™! nas duas amostras e uma banda

em 1733 cm~! somente na amostra JM.

De acordo com a referéncia [32] os modos vibracionais da regiao entre
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Figura 4.13: Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier das

xiloglucanas extraidas de jatob&-mirim, amostra JM e de jatoba, amostra JMN.

1179-1286 cm™~! e entre 1607-1679 cm™!, presentes no espectro de infravermelho, sao
devidos a flexao da ligagao N-H e ao estiramento C=0, respectivamente, observada
principalmente em proteinas, o que poderia explicar a forte fluorescéncia observada
no espectro Raman das amostras JM e JMN.

A figura 4.15 mostra os espectros para a xiloglucana TM.

No espectro Raman da figura 4.15 existem bandas em 1341 cm™!,

1388 cm ! e 1471 em~!. Houve também a constatacao de uma banda em 1129 cm ™!
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Figura 4.14: Espectro de fluorescéncia das xiloglucanas extraidas de jatoba-mirim,

amostra JM e de jatoba, amostra JMN.

e 1106 cm~!. H4 uma banda em 929 cm™*, 906 cm ™! e 765 cm~!. Notou-se ainda a
existéncia de uma banda em 518 cm ™.

No espectro de infravermelho da figura 4.15 existem bandas na regiao
abaixo de 1000 cm™!, presentes em 906 cm~! e 953 cm~!. Na regiao entre 1000-1200

cm ™! verificaram-se bandas em 1047 cm™!, 1129 cm™! e 1165 cm™!. Também foram

1 1

identificadas bandas em 1388 cm™ e em 1647 cm™-.

Assim as bandas coincidentes nos dois espectros sao as presentes em
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Figura 4.15: Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

xiloglucana de tamarindo, amostra TM.

906 cm ™!, 1129 em™! e 1376 cm ™!,

A figura 4.16 mostra os espectros para a xiloglucana JRA.

Verificou-se no espectro Raman da figura 4.16 a existéncia de bandas

em 1471 cm™!, 1376 cm™! e 1341 cm~!. Observou-se uma banda em 1271 cm™! e

também uma banda em 1129 cm™!. Houve também a constatacao de uma banda em

1

1094 cm~! e uma banda em 1024 cm~!. H4 uma banda em 929 cm™! e 906 cm™!.
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Figura 4.16: Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

xiloglucana de jatobd, amostra JRA.

Notou-se ainda a existéncia de uma banda em 518 cm™?.

No espectro de infravermelho da figura 4.16 existem bandas na regiao
abaixo de 1000 cm™!, presentes em 624 cm~!, 706 cm™!, 765 cm™!, 906 cm~! e 953
ecm~!. Na regiao entre 1000-1200 cm ™! verificou-se uma banda em 1129 cm™! e 1165
cm~!. Também foi identificada uma banda em 1376 cm™!, 1624 cm™! e em 1647
em L

As bandas coincidentes nos dois espectros sao as presentes em 906
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em™!, 1129 cm ™! e 1376 cm .

Na figura 4.17 tem-se os espectros para a xiloglucana JRA purificada.
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Figura 4.17: Espectros Raman e de infravermelho por transformada de Fourier da

xiloglucana de jatoba purificada, amostra JRApur.

No espectro Raman da JRApur existem bandas em 1471 cm ™!, 1388

1

cm~! e 1341 cm™!. Observou-se uma banda em 1282 cm™!, 1129 cm~! e também

uma banda em 1012 e¢m™!.

Houve também a constatacao de uma banda em 929
ecm~! e 906 cm~!. H4 uma banda em 765 cm™!, outra em 635 cm~! e 518 cm™!.

Notou-se ainda a existéncia de uma banda em 471 cm™*, 435 ecm™!, 400 cm ™! e 353
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cm”

No espectro de infravermelho constataram-se bandas na regiao abaixo
de 1000 cm ™!, presentes em 600 cm™!, 718 ecm™!, 765 cm™!, 906 cm™!' e em 953
ecm™ 1. Na regiao entre 1000-1200 cm ™! verificaram-se bandas em 1012 cm™!, 1047
ecm~!, 1129 em™!, 1165 em~! e 1200 cm~!. Na regiao dos nimeros de onda entre

1250-1400 cm~! observaram-se bandas em 1282 ecm™!, 1318 em™! e 1388 cm™!.

Y

Identificaram-se bandas em 1429 cm~! e 1647 cm™!.

No espectro da xiloglucana JRA purificada as bandas coincidentes
nos dois espectros sao as bandas em 765 cm™!, 906 cm™!, 1012 cm™!, 1129 cm ™!,
1282 cm~! e 1388 cm ™.

No caso das amostras TM, JRA e JRA purificada observou-se coin-
cidéncia da maioria das bandas no espectro Raman, sendo que no caso da amostra
purificada, estas sao melhor resolvidas, em funcao da diminuicao da fluoresceéncia.

Comparando o espectro Raman das xiloglucanas com o da celulose
publicado na literatura [31] verifica-se pouca coincidéncia das bandas. No entanto a
maioria das bandas observadas coincidem com a da a — (1 — 6)—xilose [31], que é
uma cadeia lateral da xiloglucana, principalmente na amostra purificada.

De acordo com a referéncia [32] os modos vibracionais da regiao en-
tre 1179-1286 cm™! e entre 1607-1679 cm™! sdo devidos ao estiramento C=0 e &
flexao da ligacao N-H, respectivamente, observada principalmente em proteinas, o
que poderia explicar a forte fluorescéncia observada no espectro Raman das amostras
JM e JMN.

Todas as xiloglucanas apresentaram bandas em 1165 cm™! e 1647
em ™! nos seus espectros de infravermelho, fornecendo indicios que estas representam
uma caracteristica dessa classe de polissacarideo. A presenca da banda de absorcao
em 1165 cm ™! nas xiloglucanas era esperada, pois esta banda aparece no espectro de
infravermelho da celulose [42] e a cadeia principal das xiloglucanas ¢ idéntica a da
celulose.

As tabelas 4.4 e 4.5 apresentam um resumo das propriedades vibra-
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cionais obtidas com as espectroscopias Raman e de infravermelho, respectivamente.
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Tipo de ligacao Modo vibracional (em cm™!) Amostra
1667 amilose
ausente amilo-pectina
1659 A08
ausente A32
fluorescéncia PF

Alongamento da ligagao C=C ausente GG
fluorescéncia JM
fluorescéncia JMN
ausente ™
ausente JRA
ausente JRApur
1200, 1258, 1333, 1383, 1400, 1459 amilose

Deformacoes envolvendo ligagoes tipo HCH e CH,OH

1200, 1258, 1383, 1400, 1459
1212, 1259, 1341, 1388, 1400, 1450
1212, 1259, 1341, 1400, 1450
fluorescéncia

1259, 1376, 1471

fluorescéncia

fluorescéncia

1341, 1388, 1471

1271, 1341, 1376, 1471

1282, 1341, 1388, 1471

amilo-pectna

A08

A32

PF

GG

JM

JMN

™

JRA

JRApur
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Tipo de ligacao

Modo vibracional (em cm™!)

Amostra

1050, 1083, 1117, 1150
1050, 1083, 1117, 1150

amilose

amilo-pectina

953, 1059, 1082, 1129 AO08
953, 1059, 1082, 1129, 1165 A32
fluorescéncia PF
Estiramento C-O com contribuigoes de C-C 976, 1000, 1082, 1118, 1141 GG
fluorescéncia JM
fluorescéncia JMN
906, 929, 1106, 1129 ™
906, 929, 1024, 1094, 1129 JRA
906, 929, 1012, 1129 JRApur
717, 767, 867, 933 amilose

Deformagoes de grupos laterais (COH, CCH, OCH)

717, 767, 867, 933
718, 776, 871

718, 776, 871
fluorescéncia

706, 835, 882, 941
fluorescéncia
fluorescéncia

765, 906, 929
906, 929

765, 906, 929

amilo-pectina

A08

A32

PF

GG

JM

JMN

™

JRA

JRApur
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Tipo de ligagao Modo vibracional (em cm™') Amostra

533, 583, 617 amilose
533, 583 amilo-pectna
529, 576, 624 A08
576 A32
fluorescéncia PF

Deformacoes exociclicas | ausente GG
fluorescéncia JM
fluorescéncia JMN
518 ™
518 JRA
518, 635 JRApur
317, 367, 400, 450, 483 amilose

Deformacoes endociclicas

317, 367, 400, 450, 483

306, 365, 412, 441, 494
306, 329, 365, 412, 441, 494
fluorescéncia

365, 424

fluorescéncia

fluorescéncia

ausente

ausente

353, 400, 435, 471

amilo-pectna

A08

A32

PF

GG

JM

JMN

™

JRA

JRApur

Tabela 4.4: Bandas observadas nos espectros Raman dos polissacarideos [29], [31], [32].
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Tipo de ligacao Modo vibracional (em cm™!) Amostra
1250, 1375 amilose
1250, 1375 amilo-pectna
1306, 1365 A08
1259, 1306, 1376 A32
ausente PF
Estiramento da ligacao C-O 1318 GG
1376 JM
1376 JMN
1388 ™
1376 JRA
1282, 1318, 1388 JRApur
1036, 1089, 1161 amilose

Vibragoes do anel, estiramento de grupos laterais C-OH e ligagoes glicosidicas C-O-C

1036, 1089, 1161
1024, 1082, 1165, 1200
1024, 1082, 1129, 1165
1024, 1153

1035, 1082, 1165

1165, 1200

1165, 1200

1047, 1129, 1165

1129, 1165

1012, 1047, 1129 1165, 1200

amilo-pectina

A08

A32

PF

GG

JM

JMN

™

JRA

JRApur
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Tipo de ligagao

Modo vibracional (em cm™!)

Amostra

Impressoes digitais do esqueleto e ligacao C-O-C

533, 583, 717, 767, 867, 946
533, 583, 717, 767, 867, 946
529, 576, 600, 706, 718, 776, 859, 929
529, 588, 718, 765, 871, 935
765, 800, 871

776, 800, 835, 859, 894
718, 765, 894, 941

718, 765, 894, 941

906, 953

624, 706, 765, 906, 953
600, 718, 765, 906, 953

amilose

amilo-pectna

A08

A32

PF

GG

JM

JMN

™

JRA

JRApur

Tabela 4.5: Bandas observadas nos espectros de infravermelho por transformada de Fourier dos polissacarideos [32], [36].




Capitulo 5

Conclusao

Mediante a utilizacao das espectroscopias Raman e de infravermelho,
foram identificadas regices espectrais em termos dos modos vibracionais da amilose,
amilo-pectina, amidos, galactomananas e xiloglucanas, o que permitiu a distincao
entre os diferentes polissacarideos, objetivo deste trabalho.

No caso das amostras de amilose e amilo-pectina nao foram obser-
vadas diferencas nos seus espectros de infravermelho e seus espectros Raman indicam
que a ramificacao na estrutura da amilo-pectina nao induz muitas mudancas nos seus
espectros, uma vez que a unica diferenca observada foi a presenca de duas bandas
fracas em 1550 cm™! e 1667 cm™! no espectro da amilose. Além disso, os modos
vibracionais desses materiais estao muito proximos ou coincidem com os da a-D-
glucana, fato esperado, pois a amilose e a amilo-pectina sao polimeros da glucana
citada.

Para as amostras dos amidos também nao foram observadas diferencgas
nos seus espectros de infravermelho; e nos espectros Raman as diferencas foram a
presenca de duas bandas fracas na regiao entre 1550-1650 cm ™! e de duas bandas na
regiao entre 500-700 cm ™! somente no espectro do amido de milho, amostra nativa.

Esse fato indicou que a pré-gelatinizacao do amido de mandioca para melhorar sua

71



solubilidade, produz poucas diferencas em seu espectro comparado ao da amostra
nativa.

Nos espectros das galactomananas foram constatados modos vibra-
cionais associados a proteinas, o que explica a fluorescéncia observada em seus es-
pectros Raman.

Para as xiloglucanas somente por meio da utilizacao da espectroscopia
de infravermelho foi possivel obter os espectros de todas as amostras dessa classe de
polissacarideos, visto que os espectros Raman das amostras JM e JMN apresentaram
forte fluorescéncia. Dessa maneira para essas duas amostras verificaram-se modos
vibracionais observados principalmente em proteinas.

Nos espectros de infravermelho das xiloglucanas observou-se uma

1 caracteristica da celulose, e em seus espectros

banda de absorcao em 1165 cm™
Raman constataram-se muitos modos vibracionais coincidentes com os da xilose,
principalmente na amostra purificada. A celulose e a xilose sdao constituintes da
cadeia principal e lateral, respectivamente, das xiloglucanas.

Verificou-se que o processo de purificacdo mostrou-se eficiente na
diminuicao da fluorescéncia observada nas amostras, pois este permitiu identificar
um numero maior de bandas e estas melhor resolvidas. A fluorescéncia é atribuida
as proteinas e/ou compostos fenélicos que podem estar misturadas nas amostras ou
ligadas a elas, em funcao do préprio processo de extracao.

A metodologia empregada se mostrou adequada em comparacao com
outros métodos, por exemplo, espalhamento dinamico da luz, que poderiam fornecer
informagoes somente a respeito da distribuicao de tamanho das moléculas presentes
na amostra. A espectroscopia Raman é uma técnica nao destrutiva e em geral nao
requer preparacao das amostras, além disso tem se mostrado um método proemi-
nente para determinar a relacao entre estrutura, dinamica e fungao de biomoléculas.
A espectroscopia de infravermeho por transformada de Fourier se mostrou eficiente
na determinacao das propriedades vibracionais das amostras que apresentaram fluo-

rescéncia, pois esta pode atrapalhar ou impedir a deteccao de bandas no espectro
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Raman.

Os resultados obtidos permitem formar uma espécie de banco de da-
dos a respeito das amostras deste trabalho, algumas ainda em fase de caracterizacao
e outras pouco estudadas na literatura.

Na continuidade deste trabalho novas medidas das amostras dos polis-
sacarideos devem ser obtidos, apds a diminuicao da fluorescéncia, mediante a eli-
minag¢ao ou diminui¢ao de outros compostos presentes nas amostras.

Analise e identificacao das proteinas presentes nas amostras através
da espectroscopia de massa (TOF-MALDI).

Aquisicao dos espectros dos polissacarideos em solucao, para verificar
se ha alguma mudanca conformacional em relacao aos espectros das amostras em
forma de poé.

Obtencao dos espectros de Atividade ()ptica Raman (ROA) dos polis-
sacarideos em solucao, fornecendo informacoes detalhadas sobre a estrutura tridimen-
sional, complementando as informagoes obtidas com os métodos espectroscopicos
empregados neste trabalho.

Aquisicao dos espectros de Espalhamento Raman Amplificado por
Superficie (SERS). O conhecimento desse tipo de espectro é importante nao apenas
para a espectroscopia Raman, mas para a nanociéncia, visto que possibilita investi-
gar o tipo de interagao entre a molécula de polissacarideo e o substrato, o local de

adsorcao da molécula e também as novas propriedades de tais moléculas adsorvidas.

73



Bibliografia

[1] SIERAKOWSKI, M. R. (Coord.). Rede Nanoglicobiotecnologia. Edital
MCT/CNPq 29/2005 Redes Cooperativas em Nanociéncia, Nanotecnologia e

Nanobiotecnologia, Fase II, 2005. 80 p. Projeto em andamento.

2] PRASAD, P. N. Introduction to Biophotonics, John Wiley & Sons, 2003.
cap. 4.

[3] RIBEIRO, E. Propriedades Opticas de Nanoestruturas. In: ESCOLA DE IN-
VERNO EM SISTEMAS NANOESTRUTURADOS, 4, 2003, Campinas: LNLS.

[4] MEYER-ARENDT, J. R. Introduction to Classical and Modern Optics,
4.ed, New Jersey: Prentice-Hall, 1995, p. 366-371.

[5] ATKINS, P. W. Fisico-Quimica, 2, 6.ed., Editora LTC, 1997.

[6) HARBECKE, B.; HEINZ, B.; OFFERMANN, V.; THEIS, W. Far-Infrared
Spectroscopy. In: BAUER, G.; RICHTER, W. (Ed). Optical Characteriza-
tion of Epitaxial Semiconductor Layers, New York: Springer, 1996. p.
225-232.

7] GREENHAM, N. C. Electroluminescence in Conjugated Polymers. 204
f. Dissertation for the degree of Doctor of Philosophy - Clare College, University
of Cambridge, 1995.

74



[10]
[11]
[12]
[13]

[14]

[15]

[18]

[19]

CAREY, P. R. Raman Spectroscopy, the Sleeping Giant in Structural Biology,
Awakes. The Journal of Biological Chemistry, Cleveland, 274, n. 38, p.
26625-26628, set. 1999.

BRILLOUIN, P. L. Annalen der Physik, Paris, 17, n. 88, 1922.
SMEKAL, A. Naturwissenschaft, 11, 873, 1923.

RAMAN, C. V. Indian Journal of Physics, 2, 387, 1928.

LANDSBERG, G.; MANDELSTAM, L. Naturwissenschaft, 16, 57, 1928.
<http://www.kosi.com/raman /resources/tutorial>. Acesso em: 20/08/2006.

YU, P. Y.; CARDONA, M. Fundamentals of Semicondutors Physics and
Materials Properties, Springer, 1995.

MENTZEN, B. F. Spectroscopies Infrarouge et Raman. Monographies du
Centre D’Actualisation Scientifique et Technique, n.9, Masson et Cie,

1974.

ALLINGER, N. L.; CAVA, M. P.; JONGH, D. C. de; JOHNSON, C. R.; LEBEL,
N. A.; STEVENS, C. L. Quimica Organica, 2. ed., Editora Guanabara, 1978,
p.621-641.

YALPANI, M. Polysaccharides Syntheses, Modifications and Struc-
ture/Property Relation. Studies in Organic Chemistry, n. 36, Elsevier,
1988.

<http://www.anbio.org.br/pdf/24/tr06_biopolimeros.pdf>. Acesso em:
14/11,/2007.

MARTIN, S. Galactoxiloglucana de sementes de Hymenae courbaril:
estrutura e propriedades. 110 f. Tese (Doutorado em Bioquimica) - Setor de

Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2003.

75



[20] JONES, J. K. N.; STOODLEY, R. J. Fractionation using coper complexes.
Methods Carbohydrate Chemistry, 5, 1965.

[21] WHISTLER, R. L.; SMART, C. L. Polysaccharide Chemistry, New York:
Academic Press Inc, Publishers, 1953.

[22] SITTIKIJYOTHIN, W.; TORRES, D.; GONCALVES, M. P. Modeling the rhe-
ological behaviour of galactomannan aqueous solution. Carbohydrate Poly-

mers, Barking, 59, 2005, p. 339-350.

[23] UMEMURA, M.; YUGUCHI, Y. Conformational folding of xyloglucan side
chains in aqueous solution from molecular dynamics simulation. Carbohydrate

Research, 340, 2005, p. 2520-2532.

[24] FREITAS, R. A. Estrutura e interagao entre galactoxiloglucanas e ami-
dos. 143 f. Tese (Doutorado em Bioquimica) - Setor de Ciéncias Bioldgicas,

Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2003.

[25] <www.lcvn.univ-montp2.fr/instrumentation/Presentation_Appareils/Instruments/

Raman fiche/J_Y_T64000.html>. Acesso em: 19/11/2007.

[26] <http://www.biophysics.org/education/cathy_royer.pdf>. Acesso em:
19/11,/2007.

[27) HSU, C. P. S. Infrared Spectroscopy. Handbook of Instrumental Tech-
niques for Analytical Chemistry, cap.15.

[28] The Michelson Series FT-IR Spectrometer. User’s Guide, Version 1.50,
Bomem Inc. Québec, Canada, 1992.

[29] MROZEK, M. F.; WEAVER, M. J. Detection and Identification of Aque-
ous Saccharides by Using Surface-Enhanced Raman Spectroscopy. Analytical

Chemistry, 74, 2002, p. 4069-4075.

[30] SCHMITT, M.; POPP, J. Raman Spectroscopy at the Beginning of the T'wenty-
First Century. Journal of Raman Spectroscopy, 37, 2006, p. 20-28.

76



[31]

[32]

[41]

GELDER, J. de; GUSSEM, K. de; VANDENABEELE, P.; MOENS, L. Re-
ference database of Raman spectra of biological molecules. Journal of Raman

Spectroscopy, 38, 2007, p. 1133-1147.

THYGESEN, L. G.; LOKKE, M. M.; MICKLANDER, E.; ENGELSEN, S. B.
Vibrational microspectroscopy of food. Raman vs. FT-IR. Trends in Food
Science Technology, 14, 2003, p. 50-57.

BARRON, L. D.; HECHT, L.; BLANCH, E. W.; BELL, A. F. Solution struc-
ture and dynamics pf biomolecules from Raman optical activity. Progress in

Biophysics & Molecular Biology, 73, 2000, p. 1-49.
ATKINS, P. W. Fisico-Quimica, 2, 6.ed., Editora LTC, 1997.
SARDELLA, A. Quimica, 5.ed., Atica, 2003. cap. 76-79.

KACURAKOVA, M., CAPEK, P.; SASINKOVA, V.. WELLNER, N..
EBRINGEROVA, A. FT-IR study of plant cell wall model compounds:pectic

polysaccharides and hemicelluloses.
LEVINE, I. N. Physical Chemistry, 4.ed., Mc Graw-Hill, 1995. cap. 21.

COLTHUP, N. B.; DALY, L. H.; WIBERLEY, S. E. Introduction to Infrared
and Raman Spectroscopy, 2.ed., Academic Press, 1975.

DUPUY, N.; LAUREYNS, J. Recognition of starches by Raman Spectroscopy.
Carbohydrate Polymers, 49, 2002, p. 83-90.

SANTHA, N.; SUDHA, K. G.; VIJAYAKUMARI, K. P., et al. Raman and
Infrared-spectra of starch samples of sweet-potato and cassava. Proceedings
of the Indian Academy os Sciences (Chemical Science). 102 (5), oct.

1990, p. 705-712. Carbohydrate Polymers, Elsevier, 43, 2000, p. 195-203.

CEREDA, M.P.; VILPOUX, O.; DEMIATE, I. M. Tecnologia, usos e po-
tencialidades de tuberosas amilaceas latino americanas, v.3, cap. 12, p.

1-44.

77



[42] NIKONENKO, N.A.; BUSLOV, D.K.; SUSHKO, N.I.; ZHBANKOV, R.G.
Spectroscopic manifestation of stretching vibrations of glycosidic linkage in
polysaccharides. Journal of Molecular Structure, Elsevier, 752, 2005, p.
20-24.

78



Anexo

Glossario

Aldeido: composto organico que se caracteriza pela presenca em sua estrutura, do
grupamento H-C=O0 (formila), ligado a um radical alifdtico ou aromético. A férmula
bruta dos aldeidos corresponde a um alcool com dois atomos de hidrogénio a menos.
Amido: polimero composto de muitas unidades de glicose repetidas. As plantas
utilizam o amido como principal reserva de energia, armazenando carboidratos na
forma de granulos nas sementes, frutos, tubérculos e raizes, dependendo da planta.
E uma mistura de dois polissacarideos diferentes: amilose (cerca de 20%) e amilo-
pectina (cerca de 80 %).

Amilo-pectina: polissacarideo ramificado constituido de cadeias de D-glicose em
ligagoes o — (1 — 4)—D-glucana. A molécula de amilo-pectina tem uma ramificacao
a cada 25 unidades de glicose. Pode conter entre 1000 até 10° unidades de glicose, o
que a torna uma das maiores moléculas encontradas na natureza.

Amilose: polissacarideo nao ramificado constituido de cerca de 250-300 cadeias de
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D-glicose em ligacoes o — (1 — 4)—D-glucana.

Aminoacidos: sao acidos organicos que encerram em sua molécula um ou mais gru-
pamentos amina. Existem varios tipos de aminodacidos,sendo os mais importantes
os alfa-aminoacidos. Qualquer molécula de aminoacido tem um grupo carboxila
(COOH) e um grupo amina ligados a um atomo de carbono. Nesse mesmo carbono
ficam ligados ainda um atomo de hidrogénio e um radical. Os aminoacidos sao as
estruturas fundamentais das proteinas. Cada variacao no nimero ou na seqiiéncia
de aminoécidos produz uma proteina diferente.

Carboidrato: classe de substancias mais abundante no mundo biolégico, que per-

H
@]
C /
B ¢ ——
\OH
catrboxila
H,

atnina

Figura 5.1: Estrutura geral de um aminoécido.

faz mais de 50% do peso seco da biomassa da Terra. Os carboidratos sao constituintes
importantes de todos os organismos vivos e tém varias fungoes, como por exemplo,
fungoes de energia e estrutura da matéria viva. Receberam este nome pelo fato da
férmula empirica geral de muitos deles ser C,,(H50),, isto é, carbono hidratado.
Carbono anomérico: tnico carbono na molécula que esta ligado a dois oxigénios.
Carboxila: é um grupamento organico (—COOH), presente em acidos carboxilicos,
derivado da uniao do grupamento carbonila com o grupamento hidroxila.
Celulose: polimero de glicose encontrado nas plantas. Este polimero é insolivel
em agua e tem funcao estrutural nas plantas. As propriedades fisicas deste material
resultam do peso molecular muito alto (cerca de 3000 unidades de glicose) e do fato

de que nao ha ramificagoes. A celulose comum é um polimero formado pela con-
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densacao de moléculas de 3-glicose com eliminacao de agua.

Cetona: composto organico caracterizado pela presenca do grupamento -C=0,

6CH, OH

GLICOSE GLICOSE GLICOSE

Figura 5.2: Estrutura parcial da celulose.

carbonila, ligado a dois radicais organicos.

Compostos fendlicos: possuem em comum um anel aroméatico rodeado por um ou
mais grupos hidroxila. A maioria é solivel em agua.

Configuragao a: indica que os grupos hidroxila -OH dos carbonos 1 e 2 estao em
posicao cis.

Configuracgao : indica que os grupos hidroxila -OH dos carbonos 1 e 2 estao em

OH H

w |
| 3 cz B

|

4/ | OH
o B Ly
| 4

cs o
OH | OH

H,Cf — OH

Figura 5.3: Configuracao alfa.

posicao trans.

Deformacgoes endociclicas: deformacgoes que acontecem dentro de um anel.
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Figura 5.4: Configuragao beta.

Deformacgoes exociclicas: deformacoes que acontecem fora de um anel.
Galactomanana: polissacarideos compostos por unidades monossacarideas de D-
galactose e D-manose. Desempenham papel de reserva. Estruturalmente a maio-
ria dessas moléculas é constituida por uma cadeia principal formada por unidades
B — (1 — 6)—D-manose, as quais estao ligadas grupos laterais de D-galactose.
Glicose: é o carboidrato mais abundante na natureza. Ocorre na forma condensada
em quase todos os oligossacarideos e polissacarideos, sendo que em alguns casos ela é
a unica constituinte, por exemplo, o amido e a celulose. Apresenta forma molecular
CegH120¢ e recebe o nome de dextrose, por ocorrer somente na forma dextrégira.
Glicoproteinas: proteinas que tem um ou mais agicares ligados covalentemente a
estrutura peptidica da mesma, sem repeticao de unidades em série.
Glucana: é um polissacarideo no qual a unidade de repeticao é a D-glicose.
Hemicelulose: literalmente "meia celulose”. Sao polissacarideos que juntamente
com a celulose, a pectina e as glicoproteinas formam a parede celular das células
vegetais.
Impressoes digitais: regiao do espectro associada as vibragoes que tendem ser
especificas para uma molécula em particular. Tais vibracoes envolvem fortes acopla-
mentos entre modos de estiramento ou flexao em cadeias lineares ou anéis.
Ligagcao a— (1 — 4)—D-glucana: envolve as hidroxilas que estao situadas a direita

na projecao de Fischer e embaixo nas representacoes de Haworth e conformacional,

82



CHO
H—C— OH
HO —C— H
H—C—0on
H—C—— Ol

CH,OH

Figura 5.5: Projecao de Fischer da D-glicose.

nos carbonos C-1 e C-4 e cuja unidade de repeticao é a D-glicose.

Ligacao a—(1 — 6)—D-glucana: envolve as hidroxilas que estao situadas a direita
| : o
| |

OI‘{ OI‘{
vAEY Daay i
Lyl i

H,C — OH ~—"  H,C—OH H,C — OH .

Figura 5.6: Ligacao do tipo a — (1 — 4).

na projecao de Fischer e embaixo nas representacoes de Haworth e conformacional,
nos carbonos C-1 e C-6 e cuja unidade de repeticao é a D-glicose.
Ligacao o — (1 — 2)—L-fucose: envolve as hidroxilas que estao situadas a direita
na projecao de Fischer e embaixo nas representacoes de Haworth e conformacional,
nos carbonos C-1 e C-2 e cuja unidade de repeticao é a L-fucose.

Ligagao a — (1 — 6)—D-xilose: envolve as hidroxilas que estao situadas a direita
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HO—C—— H
H—C—0H
H—C—0H
HO —C— H

CH,

Figura 5.7: Projecao de Fischer da L-fucose.

na projecao de Fischer e embaixo nas representacoes de Haworth e conformacional,
nos carbonos C-1 e C-6 e cuja unidade de repeticao é a D-xilose.

Ligacao § — (1 — 2)—D-galactose: envolve as hidroxilas que estao situadas a

Figura 5.8: Projecao de Fischer da D-xilose.

esquerda na projecao de Fischer e em cima nas representagoes de Haworth e confor-

macional, nos carbonos C-1 e C-2 e cuja unidade de repeticao é a D-galactose.
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Ligagcao § — (1 — 4)—D-glucana: envolve as hidroxilas que estao situadas a

HC=0D
|
H—C—— OH
|
Ho —c— H

HO—C— H
H—C— OH

CH,0H

Figura 5.9: Projecao de Fischer da D-galactose.

esquerda na projecao de Fischer e em cima nas representagoes de Haworth e confor-
macional, nos carbonos C-1 e C-4 e cuja unidade de repeticao é a D-glicose.
Ligacao f — (1 — 6)—D-manose: envolve as hidroxilas que estao situadas a es-
querda na projecao de Fischer e em cima nas representagoes de Haworth e confor-
macional, nos carbonos C-1 e C-6 e cuja unidade de repeticao é a D-manose.
Ligacoes glicosidicas: ocorre entre o carbono anomérico de um monossacarideo
e qualquer outro carbono do monossacarideo seguinte, através de suas hidroxilas e
com a saida de uma molécula de agua.
Ligacgoes peptidicas: ligacoes quimicas que ocorrem entre duas moléculas quando
o grupo carboxila de uma molécula reage com o grupo amina de outra molécula,
liberando uma molécula de agua. Isto é uma reacao de sintese por desidratacao que
ocorre entre moléculas de aminoacidos.

Monossacarideos: carboidratos simples (agtcares simples) e incluem os agicares
de quatro, cinco e seis atomos de carbono.
Oligossacarideos: carboidratos que tém de trés a dez subunidades de agucar in-

terligadas.
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Figura 5.10: Parte de uma cadeia proteica mostrando as ligacoes peptidicas.

Pectina: polissacarideo ramificado constituido principalmente de polimeros de acido
galacturonico, ramnose, arabinose e galactose. E um dos principais componentes da
parede celular das plantas. As suas ramificagbes servem para aprisionar agua em
redor a fim de tornar o meio mais gel.

Polissacarideos: carboidratos que tém mais de dez subunidades de agtcar interli-
gadas. Podem ser hidrolisados a um grande niimero de monossacarideos.
Pré-gelatinizagao: processo que ocorre por aquecimento com agitacao continua em
um minimo de agua, suficiente para garantir a gelificacao do amido e visa melhorar
a solubilidade deste.

Proteinas: compostos organicos de estrutura complexa e massa molecular elevada
(de 5000 a 1000000 ou mais unidades de massa atomica)e sao sintetizadas pelos or-
ganismos vivos através da condensacao de um grande ntmero de alfa-aminoacidos,
através de ligacoes denominadas ligacoes peptidicas.

Regiao anomérica: regiao do espectro na qual os anomeros sao detectados, ou seja,
ocorre a distin¢ao entre as configuragoes o ou 3 da molécula.

Solucao de Fehling: usada para diferenciar entre os grupos funcionais cetona e
aldeido, e também para diferenciar agicares.

Xiloglucanas: polissacarideos hemiceluldsicos encontrados principalmente na parede
celular priméria de plantas dicotiledoneas, plantas floridas e gimnospermas. Podem
atuar também como polissacarideos de reserva, sendo encontradas em algumas se-

mentes.
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