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RESUMO

O galactomano extraido de sementes de Dimorphandra mollis teve seu peso
molecular e sua distribuigdo de pesos moleculares determinados através de diversas
metodologias envolvendo cromatografia liquida de alta eficiéncia com colunas de
permeagio em gel e detector de indice de refragfio com uso de software e fotdmetro de
espathamento de luz (LALLS).

A D. mollis ¢ popularmente conhecida como faveiro ou faveira. A obtengiio de
sementes de 0. mollis pode ser feita através de extrativismo, pois é uma espécie
imrportante em cerrados ¢ caatinga nordestina, e a extragdo de tecidos do endosperma,
ricos em galactomanano, € possivel de ser feita com sucesso; as sementes apresentam
alto teor de galactomanano, atingindo mais de 40% do seu peso.

A razfio manose : galactose do galactomanano de 1. mollis foi determinada com
auxilio de cromatografia liquida de alta eficiéncia, coluna HPX - 87P 4 temperatura de
84°C com 4gua deionizada como eluente, fluxo de 1,0 mL/min e detector de indice de
refraglo.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia fol testada para determinagfo do peso
molecular do galactomanano de D. mellis com diferentes metodologias para calculo,
primeiro sem auxilio de software especifico para andlise de cromatografia de
permeagfio em gel, com colunas de exclusfio SEC X1 40 ¢ 30 em uwm forno a 53°C,
0,02% azida sGdica como ecluente e detector de indice de refragio. Fol testado um
software acoplado a um integrador, colunas de permeagfio em gel dispostas em série
{KS 805, 804 e 803, ¢ pré colhma KS-G), num forno com 35°C, 0,02% azida sodica
como eluente, com fluxo de 1,0 mL/min e detector de indice de refragdo. Como os
resultados obtidos foram pouco coerentes, foi testado um software de GPC acoplado a
wm micro-computador (programa Milleninm) nas mesmas condigles que os citados
anteriormente. O valor de peso molecular obtido foi de aproximadamente 1,9 x 100 Da
para o galactomanano em estudo.

Para comparacgfio dos pesos moleculares do galactomanano de D. mollis, foi
usado um fotdmetro de espalhamento de luz "low angle laser light scatering” (LALLS),
o qual den como resultado do peso molecular do galactomananoe em estudo
aproximadamente 1,9 x 106 Da.

O galactomanano presente na D. mollis apresentow um peso molecular préximo
a 2x100 Da e raziio manose : galactose de 2 ; 1, valores estes similares aqueles obtidos
para goma guar,
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Dentre as metodologias que permitem a determinagdo do Peso Molecular do
galactomanano de D. mollis aquelas que usam GPC - Millenium (Waters) e de
fotdmetro de tuz (LALLS) s#o recomendadas devido a sua aplicagfo para polimeros
drversos.
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SUMMARY

The galactomannan extracted from seeds of Dimorphandra mollis had its
molecular weight and its distribution of molecular weight determined by various
methods including high performance liquid choromatography (HPLC) with permeation
columns gel and refraction index detector making use of software and low angle laser
light scattering (LALLS).

“Faveiro” or “faveira” is the popular name by which D. mollis 1s known.
Because of the importance of the species in the Brazilian Cerrado and Northe-astern
Caatinga, its seeds can be casily obtained by extractivism. The extraction of
endosperm tissue, which is rich in galactomannan, is possible to be done successfully.
The seeds contain high quantities of galctomannan representing more than 40% of its
net weight.

HPLC was tested to determined the D. mollis galactomannan molecular weight
with different caloulating methods. Initially, it was tested without the aid of a specific
software to permeation gel chromatography analyses, with exclusion columns SEC 40
and 30 in a oven at 55°C, using 0.02% sodic azide mobile phase and refraction index
detector. Afterwards, a software was coupled to the integrator with gel permeation
columns settled in series (KS 805, 804, 803, and pre-column KS-G) in an oven at
559C, using 0.02% sodic azide as mobile phase with a flow rate of 1.0 mL/min and an
refraction index detector. Since the data obtained were not accurate, 8 GPC software
was coupled to a microcomputer (Millenium program} was tested with the same
conditions employed previously. An approximated molecular weight of 1.9 x 10 % Da
was determined for galactomannan under study.

A photometer (LALLS) compared the molecular weight of the galctomannan
from D. mellis giving a weight of approximately 1.9x10° Da,

The galactomannan found in D. mollis showed molecular weight near 2,0 x 10°
Da and the ratio manose/galactose of 2:1, these figures are sumlar to those determined

for guar gum.

Within the methodologies studied to determine the galactomannan molecular
weight, those which make use of the GPC-millenium (Waters) and the light scattering
photometer methods are recommended since they can be applied to different types of

polymers.



1- INFRODUCA0

A Dimorphandra mollis, como vérias outras plantas brasileiras, apresenta
galactomanano em suas sementes; sendo este um polissacarideo soliivel em dgua, um
hidrocolédide esthvel em solugBes aquosas, e que confere aumento de viscosidade
(NEUKOM, 1989). A D. mollis ¢ popularmente conhecida como faveiro ou faveira,
possui porte arblreo pequeno e sua casca tanifera encountra aplicacfio em curtumes,
alem de apresentar uma substincia de grande importincia terapéutica, a rutina
(TOMASSINI & MORS, 1966; RIZZINI & MORSE, 1976). Sua madeira ¢ empregada
para tablado, confeclio de caixas, compensados, forros, painéis, brinquedos e para
lenha e carviio (ZPEVAK, 1994). A obtengdo de sementes de D. mollis pt}de ser feita
através de extrativismo, pois ¢ uma espécie importante em cerrados e caatinga
nordestina, e a extragio de tecidos do endosperma, rico em galactomanano, £ possivel
de ser feita com sucesso; as sementes apresentam alto teor de galactomanano,
atngindo mais de 40% do seu peso seca (BUCKERIDGE & DIETRICH, 1990).

Os polissacarideos de sementes de leguminosas tém sido objeto de interesse
pelas indhstrias de alimentos. Polissacarideos complexos obtidos de plantas ¢
microorganismos estfio encontrando aplicacfio na indistria de alimentos (como aditivos
para melhorar as propriedades funcionais dos alimentos processados), petrolifera,
téxtil, papel, explosivos, mineracdio (DAVIDSON, 1980), farmacéutica e cosmética
(WHISTLER & HYMOWTITZ, 1979),

Os galactomananos, como os demais polissacarideos tendem a apresentar
polidispersio. Consequentemente existe dificuldade na determinag3o precisa do peso
molecular desses materiais.

A cromatografia de permeagio em gel vem sendo utilizada para determinar o
pese molecular tanfo para polimeros sintéticos como para naturais, Entretanto essa
técnica ainda necessita ser devidamente desenvolvida para polissacarideos.

A técnica de espalhamento de luz (EL) mais recentemente vem sendo
empregada para determinagiio de peso molecular de polimeros bem como no estudo
das interagOes inter e intra-moleculares desses compostos. Além disso, a téenica de EL
tem sido wtilizada no controle da simtese de polimeros, para acompanhamento das
etapas de polimerizagio.



O objetivo deste trabatho ¢ estudar a aplicacfio de metodologias de permeagio
em gel na determinagfio do Peso Moleonlar (PM) e na Distribuic#io do Peso Molecular
(DPM) do galactomanano obtido de semente de Dimorphandra moilis, comparando os
resultados obtidos com a téenica de espalhamento de luz para determinagfio do PM, ¢
determinar a razfio manose : galactose do polissacarideo para sua caracterizagio.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. GALACTOMANANO

Generalidades

Os galactomananos sdo polissacarideos ramificados compostos por residuos de
D-manose e D-galactose. Sua estrutura basica é constituida de uma cadeia principal
formada por residuos de manose unidos entre si por ligagdes B-1,4. Ao esqueleto
principal unem-se residuos de galactose, através de ligagdes «-1,6, formando
ramificagGes simples (DEA & MORRISON, 1975), como mostra a Figura 1.

CH,0H
HO O\ H
OH H
H 4]
ub |
CH;0H Hz H H
0
H
g o on HO\Y
b OH HO OH HO H 0—
H H o’
H H H H CH,0H

Figura 1. Estrutura quimica genérica de galactomanano

Existem trés grupos principais de polissacarideos de parede celular em
sementes: os mananos (compreendendo os  galactomananos, mananos puros e
glucomananos), xiloglucanos e galactanos (REID, 1985).

A maioria dos galactomananos estudados possui estrutura bésica similar a
apresentada na Figura 1. Entretanto algumas variagSes foram encontradas, tais como,
cadeias principais possuindo certa proporgdo de ligagdes 1,3 (KAPOOR &
MUKHERIJEE,1971) e 1,2 (UNRAU & CHOY, 1970), e ramificagdes através de
ligagdes 1,2 (KAPOOR & MUKHERJEE, 1971).

Embora os galactomananos estejam presentes em muitas leguminosas (DEA &
MORRISON, 1975; BUCKERIDGE & DIETRICH, 1990), trés espécies sdo utilizadas



comercialmente, como a goma guar obtida da Cyamapsis tetragonolobus, goma locusta
(caroba) da Cerafonia siliqua ¢ a goma tara da Caesalpinia spinosa (NEUKOM,
1989). O mercado para polissacarideos utilizados como aditivos alimentares vem
aumentando na ordem de 8 a 10% ao ano (LECACHEUX, & BRIGAND, 1988).

Os galactomananos s#o wutilizados principalmente nas indfstrias de
alimentos, petrolifera, téxtil, papel, explosivo, mineracfio e cosmética. Na indistria
petrolifera suas principais fungBes sdo: conirole de viscosidade e redugfio de fricgdo.
Sko utilizados para aumentar a produtividade de pogos de petroleo, atuando como
redutor de atritc no processo de fracionamento hidraulico pelo qual uma grande
quantidade de fluido ¢ bombeado rapidamente para dentro do pogo para separar as
camadas da rocha petrolifera. Por ter a propriedade de funcionar como espessante sob
uma variedade de condigBes ambientais, a goma guar é utilizada na formulagfo de
pastas ¢ géis para explosivos ¢ como espessantes de corantes da inddstria téxtil. Na
tabricagfo de papel a goma ¢ adicionada 3 pasta de celulose pouco antes da formaciio
das folhas, dando & elas uma formagfio mais homogénea, aumento da capacidade de
dobrar e esticar ¢ diminuigfio da porosidade (WHISTLER & HYMOWITZ, 1979).

Na meragfio os galactomananos sio amplamente ntilizados na separagio de
Hquidos ¢ solidos gragas & capacidade da goma adsorver particulas de minerais
hidratados unidas por pontes de hidrogénio. SHo também utilizadas na inddstria
tabagista como aglutmante na produgio de tabaco reconstituido. Neste processo as
folhas de fumo sfio misturadas com a goma e langadas sobre uma cinta de metal como
um filme que & retirado apés secagem em processo continao (DAVIDSON, 1980). Na
industria cosmética ¢ farmac€utica sdo utilizadas como espessantes de produtos
Hquidos, ou como aglutinadores de comprimidos (WHISTLER & HYMOWITZ,
1979).

Originalmente o galactomanano utilizado na inddstria de alimentos era extraido
de sementes de caroba, que € uma 4rvore nativa da India tropical; gradativamente o
guar também ganhou mercado, sendo produzido em grande gscala nos Estados Unidos.
Apesar do grande esforgo de pesquisa empreendido para compreender as propriedades
hidrodindmicas dessas duas gomas ¢ encontrar substifutas, pode-se dizer que a goma
carcba ainda, ndo possul competidoras para diversas de suas aplicagbes (DEA &
MORRISON, 1973).

Uma propriedade muifo importante dos galactomananos é a interaglo com
outros polissacarideos (sinergismo). Sistemas formados por galactomananos ¢
carragenanas, xantanas e agar, t€m sua estrutura modificada e podem formar gel. O
mecanismo dessa interaco ndo ¢ completamente conbecido, mas existem teorias de



formagdo de redes dos polissacarideos, as quais modificam as propriedades reoldgicas
(FERNANDES, 1995),

Os galactomananos foram utilizados em sistemas de duas fases aquosas, em
substituigdo a dextrana, polimero convencionalmente muito wutilizado para a
purificagio de proteinas. Venféincio et @, 1995 utilizaram sistemas formados por
polietileno glicol e derivados de goma guar para purificagiio de albumina bovina.
Franco et. al., 1996 observaram a formacfio de sistemas de duas fases aquosas
formados por galactomananos de D. mollis e dextranas (2X106 e 5X105Da), ¢ por
galactomananos de Schizolobium parahybum e dextrana 2X106Da. Entretanto a
elevada viscosidade dificulta o emprego desses sistemas na purificagfio em larga escala
de proteina.

NEUKON(1989) afirma que a pureza das gdmas ¢ um fator importante de
qualidade e depende diretamente do processo utilizado para sua extragio. As sementes
sdo descascadas, moidas e peneiradas. Este procedimento permite a separagio parcial
entre endosperma, onde se encontra o galactomanano, e o restante da semente.

Composiciio em monossacarideos

Os galactomananos de diferentes espécies vegetais diferem com respeito 3
proporglo entre os residuos de D-manose e D-galactose na molécula, sendo inclusive
proposta a ufilizacglio da razdo manose : galactose para caracterizacio
qumiotaxondmica (BAILEY, 1971).

As principais gomas comerciais apresentam razdes manose : galactose
diferentes. A goma guar possui razfio 2:1, enquanto a goma tara 3:1 e a caroba 4:1.
Este fator pode mterferir em algumas de suas propriedades fisicas (NEUKOM, 1989).
Segundo GLICKISMAN, 1986 a dispersibilidade do polimero asmenta com a
diminuicao da razdo manose:galactose;, a goma guar portanto ndo necessita de
aquecimento para interagir com a 4gua; e o tamanho das particulas também interfere na
solubilidade.

MANZI & CEREZO (1984) mostraram que a razio manose : galactose de 3:1
obtida para o galactomanano de Gleditsia triacanthos é na realidade um valor médio
derivado de galactomanano cuja razio M:G varia de 2,0 até 4,2. Além disso, foram
detectadas em todas as subfragdes obtidas por filtragfio em gel, pequenas quantidades
de xilose, arabinose ¢ D ou L-fucose, que ndo puderam ser separadas por
cromatografia de troca i0nica. Esses autores sugerirar, baseados nessas observagdes e
em estudos de metilaglio, a possibilidade de que algumas das cadeias laterais do



polissacarideo possam ser terminadas em residuos de L-arabinose e D-xilose. A Tabela
1 descreve a relagfio M:G de galactomanano de algumas plantas.

Tabela 1. Relacdio manose : galactose (M:G) de plantas leguminosas

Espécie M:G Referéncia

Cassia grandis 1,7 Buckeridge et al., (1995a)
Ceratonia siliqua L. 1,55-3,35 Dea & Morrison, (1975)
Ceratonia siliqua L. 4,04 Fernandes, (1995)
Crotalaria juncea 2,5 Buckeridge er al., (1995a)
Crotalaria micans 2,1 Buckeridge et al., {1995a)
Cyamopsis tetragonolobus 1,68 Fernandes, (1995)
Cyamopsis tetragonolobus 1,6 Piculell e al., (1995a)
Dimorphandra mollis 20-24 Franco et al., (1996)
Leucauena glauca 1,3 Uneran, (1961)

Leucaena leucocephala 2.0-22 Buckeridge et al,, {1987)
Mimosa platyphytla 0,9 Buckeridge et al., (1995 e;)
Mimosa scabrella Lo Buckeridge et al., (1995a)
Mimosa scabrella 1,1 Ganter ef al., (1993)
Mimosa sp. 0,9 Buckeridge e al, (1993a)
Prosopis juliflora 1,2 Buckeridge et ol., (1995a)
Senna reticulata 1,4 Buckeridge ef al., (1993a)
Stryphnodendron barbatiman 1,5 Ganter ef al., (1993)
Schizolobium parahybum 2,7 Franco et al., (1996)
Schizolobium parahybum 3,0 Ganter et al., (1993)




2.2. CROMATOGRAFIA DE PERMEACAO EM GEL

A cromatografia de permeagdo em gel (CPG) é predominantemente usada para
andlises de compostos de alta massa molecular, incluindo polimeros orgénicos
(poliolefinas, poliestireno, poliamidas), silicone e biopolimeros (proteinas, acidos
nucléicos, oligossacarideos, peptideos, aguicares e glicéis). A CPG vem sendo utilizada
desde os anos 60 (GUIMARAES & COLLINS, 1995).

A cromatografia por filtragdo em gel, peneira molecular de difusdo restrita ou
por exclusdo tem sua resolugdo baseada no tamanho efetivo das moléculas dos
componentes da amostra em solugdo, sendo a {inica cromatografia com retengdo
mecanica e cuja coluna é recheada com matéria inerte com poros de tamanho
controlado (Figura 2). De outra forma, na cromatogafia convencional as separagdes sdo
possiveis devido a parti¢dio entre os componentes da amostra na fase em movimento
(fase movel) e a fase estacionaria . A CPG ¢ usada para determinar a média do peso
molecular e a sua distribuigdo, (KAMATH & WILD, 1990).

Vi=volume total da coluna

(a) ®)

Figura 2. Esquema representativo de uma matriz para empacotamento de coluna de
excluséo de tamanho (a), e mecanismo de cromatografia de excluséo (b).

Existem limites que determinam o intervalo de tamanho dos poros (Figura 2).0
limite inferior, chamado limite de permeagéo, é aquele abaixo do qual as moléculas de
menor tamanho séo difundidas dentro dos poros do material; o limite superior, limite



de exclusdio, ¢ aquele acima do qual as moléculas nfio permeam os poros. Moléculas de
tamanho intermedidrio entre ambos os limites s3o separadas total on parcialmente de
acordo com a seletividade caracteristica de cada material. Entfio, sdo eluidas da coluna
semn resolugdo moléculas menores que o limite de permeago e maiores do gue o lumite
de exclusfo, separando somente as que se encontram dentro destes limites
(BILLMEYER & ALTGEL, 1971). As columas operam em wum intervalo
correspondente a pesos moleculares entre 10% a 107 daltons, e dependendo do polimero
elas influenciam os resultados de pesos moleculares e a sua distribuicio. A
combinagdo de colunas em série pode cobrir um extenso intervalo de pesos
moleculares (FREEMAN, 1990).

Os materiais usados para a cromatografia de exclusdo variam de acordo com a
sua rigidez e com o intervalo de tamanho dentro do qual sfo uteis, isto ¢, o material a
ser utilizado na coluna dependerd do tamanho efetivo das moléculas que devem ser
separadas. Existem trés tipos de materiais quanto & rigidez: polimeros fracos, semi
rigidos e rigidos. Os materiais fracos (nfo rigidos), constituidos de géis de
polidextrano (Sephadex), poliacrilamidas (Bio-Gel P) e poliagaroses (Sepharose e Bio
Gel A), usados normalmente com fases méveis aquosas e somente na cromatografia de
exclusdo classica, os materiais semi-rigidos, constituidos de microesferas de um
copolimero, como o poliestireno-divinilbenzeno, ¢ siio usados em cromatografia de
exclusio cldssica ¢ liquida de alta eficiéncia e os materiais rigidos constituidos de
particulas de silica porosa ou de vidro poroso (GUIMARAES & COLLINS, 1995).

O volume hidrodindmico do polimero € o seu raio de giragfio afetam as suas
relagGes com o tamanho do poro da fase estaciondria. A forga do solvente, ramificaggo
do polimero e composigiio de co-polimeros também t8m um efeito no processo de
exclusdo, sendo o fluxo e temperatura menos importantes (FREEMAN, 1990).

As dextranas constituemn um grupo de polissacarideos formados por uma cadeia
principal de D - glucopiranoses ligadas em 1 - 6 com lgagOes ramificadas (1 - 3), as
quais parecem ser relativamente longas e ocasionalmenie distribuidas ao longo da
cadeia principal lnear (SMITT er al,1992). Sdc polissacarideos neutros,
quimicamente inertes, que podem variar o PM de 40.000 até 100.000.000 de daltons
(BOBBIO & BOBBIG,1989). Elas tém sido utilizadas como referéncia (padrio) nas
analises de polissacarideos de alto peso molecular.



2.3, DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR E SUA DISTRIBUICAO
(DPM)

Considerando a dificuldade em se determinar o peso molecular (PM) de
polimeros aquosos, principalmente os de elevado PM, a CPG tem propriedades
desejdveis, tais como: simplicidade téenica, insensibilidade a solventes e temperatura,
condicBes amenas e versatilidade, pois ¢ possivel separar substincia com massa
molecular abaixo de mil ou véarios milhdes de daltons, variando a matriz do gel. Com
calibragfio, os dados dos materiais sfo convertidos para uma curva de distribuigio de
peso molecular (Figura 3) e as médias dos seus respectivos pesos moleculares podem
ser calculados.

POLUMERD

G OLIGONERD k2

Figura 3. Distribuig#o do peso molecular do polimero; relaglo entre a curva e os pesos
médios (Mp : peso molecular do dpice do pico; Mn : peso médio numérico;
Mw : peso médic ponderal, My . peso médio viscosimétrico; Mz @ peso
médio por ultracentrifugagéo).

A média do peso molecular de wm polimero ¢ calculada em funglo do tamanho
e do nimero de intervalos (fatiamento da curva) apropriados (Figura 4). A média
ponderal € calculada:



N = >HM
2H,

Onde:

Hi = Altura da fatia i (em mV)

Mi = Peso molecular correspondente a fatia i
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Figura 4. Cromatograma representando a curva de distribmigfio de pesos moleculares
com intervalos de volume da amostra.

Compostos de alto peso molecular como os polimeros, so normalmente sélidos
a temperatura e pressio ambientes, e também tém uma distribuigfo heterogénea dos
componentes fisicos e quimicos; consequentemenie, os polimeros exigem wma
preparacio cuidadosa para analises quimicas, em geral. A Distribui¢io de Peso
Molecular (DPM) do polimero € uma importante variavel, uma vez que se relaciona
com muitas de suas propriedades fisicas, como: adesfio, resisténcia, forga eldstica,
fragilidade, permeabilidade a gases (Tabela 2). Nio é necessério o caleulo de
distribuicdo de peso molecular para se obter uma informagio utl vinda da curva
cromatografica de exclusfio de tamanho. Uma simples investigacio dos cromatogramas
frequentemente revela importantes informagdes. Por exemplo, dois ou mais polimeros
podem ter média de peso molecular igual ou similar, mas uma distribuigiio de peso
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podem ter média de peso molecular igual ou similar, mas uma distribuigfio de peso
malecular bastante diferente. A DPM tambem ¢ importante para caracteristicas de
processo, como por exemplo para a extrusdo e a torgio de fibras. A Figura 5 representa
trés cromatogramas indicando polimeros que possuem a mesma média de PM e
diferente DPM (FREEMAN, 1990).

Tabela 2. Variagio da propriedade dos polimeros em relagio ao peso molecular ¢
dispersfo em agua.

Propriedades PM Disperséio em 4gua
Alongamento A D
Dhreza A D
Fragilidade A D
Méduloe de elasticidade A .
Resisténcia 4 abrasdo A A
Resisténeia a0 impacto A -
Resisténeia 4 inchagéo A -
Resisténela quimica A A
Resisténcia a tracdo A A
Adesiio D D
Solubilidade D 8
Temp. de amolecimento A A

A = aumenta, D = diminui, 6 = pouco efeito, -~ = ndo ha dados
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Figura 5, Cromatogramas de trés polimeros de mesmo peso molecular médio com
diferentes distribuigbes (DPM).

Os detectores que podem ser empregados na CPG sdo os de indice de refragfo,
viscosidade e espalhamento de luz. Os detectores viscosimétrico ¢ ¢ de espalhamento
de luz ndo devem ser empregados nas andlises de amostras com baixo peso molecular
pois elas causam baixo desvio de luz ¢ pequena variaglo de viscosidade, esses
detectores para amostras de alto peso molecular sfo mais sensiveis que o de indice de
refragfo.

A cromatografia de alta eficiéneia (CLAE) por exclusfo de tamanho com
detector de concentragio x viscosidade (relacionade ao ajuste da curva de Gauss de
cromatogramas de concentragdio e viscosidade) tem sido utilizada como método para
determinar peso molecular de pectinas em solugfio, bem como para solugles de
tagacatina, goma locusta, carboximetil celulose, alginatos de sddio, pectina de mag ¢
goma ardbica (HOAGLAND et ol ,1993).

HOAGLAND et gl. (1993) também observaram um peso molecular diferente do
apresentado na literatura para uma amostra comercial de goma locusta com o
equipamento descrito no pardgrafo anterior; concluiram que a2 amostra continha uma
mistura de galactomananos com diferentes razdes de manose : galactose, ¢ que seus
agregados poderiam estar presentes ¢ terem formas significativamente diferentes,
resultando na detecgfo de diferentes PM.
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Os galactomananos apresentam polidispersdo (geralmente homogénea) em
relagdo ao peso molecular (SHARMAN e of., 1978). Medidas efetuadas por diferentes
métodos demonstraram que o peso molecular médio dos galactomanos varia de
6,0X103 Sophora japonica, até 1.9X106Da, observado em Cyamopsis tetragonolobus
(DEA & MORISON, 1975). Os mesmos autores sugerem que o alto valor encontrado
para galactomanano de Cyamopsis tetragonolobus se deve & agregagfio molecular,

Foi constatado que cadeias de galactomanano adsorvem cadeias moleculares de
agarose induzindo 4 formaglo de agregados mistos. Esta adsorglio ¢ diminuida na
presenga de iodeto. Através de um estudo em espalhamento de lnz com mistaras de
carragenana ¢ galactomanano foi demonstrado nfc haver qualquer associagiio dos
mananos com este fenbmeno, sugerindo que o galaciomanano adsorve outros
agregados de galactomanano, € ndo a molécunla de manano (VIEBKE, 19’95),

THURESSON ef al. (1996) estudaram o efeito do sumento da polaridade pela
adigdo de sais em solugles aquosas de derivados de celulose quimicamente
modificadas. Foi observada a diminuig8o da solubilidade desses polimeros na presencga
dos sais NaCl, Na,50y, NH;350, ¢ aumento da solubilidade do polimero na presenca
de NaSCN. A explicaglio da diminunig8o da solubilidade foi atribuida ao efeito
daqueles sais aumentarem a tensfo superficial da 4gua. Ao contrario, sais como o
NaSCN, diminunem a tensfo superficial da 4gua (desorganizadores da estrutura
molecular da dgua) aumentando a solubilidade do polimero.

Entretanto, KENNEDY er af. (1995) testaram dois eluentes aquosos na CPG a
pH 7,0 (solugdio 0,05 M de ortofosfato de sodio em 0,25M de cloreto de sédio; solugiio
0,1M de nitrato de s6dio em soluglio de azida sédica 0,02%) nfio observando qualquer
influéncia dos sais testados.

2.4. ESPALHAMENTO DE LUZ

A técmica de espathamento de luz (EL) € conhecida internacionalmente por
LALLS (low angle laser light scattering).

A técnica consiste em submeter uma solugfio polimérica (previamente filtrada
para eliminag8o de poeiras ou materiais interferentes) a um feixe de laser. A luz serd
entdo espalhada ¢ detectada em diferentes dngulos (Figura 6). Amostras com baixo
peso molecular necessitam de um sistema composte de somente trés defectores,
entretanto amostras com elevado peso molecular necessitam medidas simultAneas on
em série com 15 a 18 ngulos (WYATT,1993).
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A determinagdo do peso molecular absoluto por espalhamento de luz, somente
tornou-se uma prética analitica precisa e rapida com o desenvolvimento da eletrdnica,
informatica, tecnologia de fabricagdo de filtros, solventes altamente puros e de lasers.

A utilizagdo de qualquer solvente puro para calibragdo do EL é uma das vantangens da
técnica em relagdo 4 CPG, sendo que padrdes previamente calibrados por EL sdo

necessarios na CPG (WYATT, 1993).

Figura 6. Diagrama representando o espalhamento de luz e seus detectores em um
fotometro.

Apesar da ampla e sofisticada teoria que fundamenta a utilizagdo do
espalhamento de luz (EL), sua técnica é simples. O procedimento para determinagdo
do PM absoluto consiste em trés etapas principais: calibrago, normalizagdo da

amostra (dn/dc) e preparo da amostra com precisio e auséneia de interferentes
(WYATT, 1993).

14



Para normalizagfio da amostra, € necessério conhecer a variagfio do indice de
refragiio (dn) em relagfio a variacio da concentragio (dc) de cada solucio polimérica a
ter o seu peso molecular absoluto determinado. Quando dados da literatura s#o
inexistentes, o dn/dc deve ser determinado experimentalmente para cada polimero.

O grafico de Zimm, representado na figura 7, se baseia na seguinte equago:

ke == {1 +%sen" QHL“%EBC}
30 21 M

KC 1
quando a concentra¢io e o dngulo sfo iguais a zero,—}-i-- ¢ igual a —

M

)
onde:

o valor de R, é o raio da amostra medido para cada concentragdo e angulo; R ¢ o
raio de giragio; O € o Angulo da luz espalhada; N ¢ o nimero de particulas por
centimetro cibico; C é a concentragiio da amostra; B ¢ a linha de extrapolagfio; A é o
comprimento de onda da luz no meio; dn/dC é o mncremento de indice de refraglo
especifico do soluto

KC ) ) . ©
o valor de R é colocado em um grafico em fungio de Sen 5 +KC,

i

onde:
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sin2(6/2) + kc

Figura 7. Grafico de Zimm. Onde "¢" indica as concentragdes e "0" indica os angulos,
as linhas cheias representam os pontos experimentais ¢ as tracejadas as extrapolagdes
para "c" e "0" iguais a zero.

Existem programas computacionais para simulagdo de Gréficos de Zimm e
predigdo do peso molecular absoluto, com limite superior até 105 (Figura 8) (WYATT,
1995).

e
| BO0w-3

1 60085 -

=0

1.000e=5 =

o0 =0.50 .00 0.50 100
wnd{i2) - 348 ¢

Figura 8. Representagdo grafica simulada por microcomputador para peso molecular
de: (1,038 0,04)105g/mol.
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Os principais fatores que influenciam a precisio das medidas por EL sfio: rigor
da obtenglo do indice do du/dc; precisdo no preparo das solugSes com diferentes
concentragbes; conhecimento do software especifico para a methor obtengdo do
Gréfico de Zimm e conhecimento dos modelos de ajuste de concentragfio e Angulo
(WYATT, 1993).

A técnica de detecglio para o espalhamento de luz permite vérias aplicagdes
{(WYATT, 1995): determinagio do peso molecular absoluio € o tamanho de uma
grande variedade de polimeros; acompanhamento de sintese de produtos
farmacéuticos, poliméricos e biotecnolégicos; elevada reprodutibilidade e aumento do
rigor; no controle de qualidade de acompanhamento de crescimento bacteriano;
estudos de simetria, agregagfio e ramificacdo de moléculas; com operagdio em
temperatura ate 210°C; diversibilidade de solventes {orginicos e aquosos).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAL

Amostras de galactomanano proveniente das sementes ftrituradas de
Dimorphandra mollis foram preparadas por Valéria R. Panegassi no Instituto de
Boténica, Secfo de Fisiologia ¢ Bioquimica de Plantas, da Secretaria do Meio
Ambiente do Estado de Sdo Paulo. As sementes foram {rituradas em um momho tipo
faca (Tecnal, Modélo MR/M, tipo Willye). Com este material foi preparada uma
solugfio 1% em Agua, que foi submetida 3 extragfo dos galactomananos a 80°C durante
6 horas sob refluxo; o extrato obtido foi filtrado em tecido de algoddo, sob vacuo, O
residuo do filtro foi descartado. Os galactomananos foram precipitados com etanol 96°
GL, na proporgio de 1 volume da amostra ¢ 5 de alcool; apds agitagfio manual, a
solugdio foi armazenada em geladeira (5°C) durante 1 noite e filtrada em tecido de
algodiio; o polissacarideo retido no filtro foi solubilizado em 4gua quente e em seguida
seco em estufa.

Os padrdes de D (+) Manose, D (+) Galactose ¢ Glicose, foram adquiridos da
Sigma, (St. Louis, USA) e os demais da Merck (AG).

Os padrdes de polissacarideos de Dextranas foram adquiridos da American
Polymer Standards Corporation, (Mentor, USA) j& devidamente caracterizados
conforme Tabela 3.

3.2. DETERMINACAO DA RAZAO MANOSE : GALACTOSE

A determinacdo da razfo manose:galactose dos galactomananos da D.mollis foi
caleulada apds analise desses aglicares por HPLC. A metodologia de padronizagio
externa e alturas fornecidas pelo integrador, foram utilizadas para calculo.

Preparo da amostra

Qs polissacarideos foram hidrolisados com 4cido sulfirico. Para esta hidrolise 5
mg de galactomanano, 0,1 mL de 4cido sulffirico 72% foram transferidos para banho a
30°C e mantida durante 45 minutos até a amostra estar totalmente dispersa no acido. A
seguir 1,7 mL de 4gua destilada foram adicionados e a hidrélise do material foi
realizada durante lh em autoclave a 120°C. Apds a hidrélise sdo adicionados 3,2 mL
de 4gua destilada. O material hidrolisado foi neutralizado com carbenato de bério p.a.,
centrifugado por 3 minutos a 13.000 rpm para separar o material insolitvel. O
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sobrenadante foi aplicado em coluna de troca idnica (Dowex - Sigma), a qual & cluida
em 5 volumes de Adgua deionizada e concentrado (DUBOQIS et al, 1956). As
concentragbes de amostras e padrdes foram preparadas com 0,5% dos monossacarideos
em dgua deionizada e posteriormente analisadas em HPLC sob as seguintes condigdes:

coluna: HPX - 87P
temperatura: 84C

fluxo: 1 ml/min

fase mével: dgna deionizada
detector: indice de refragio

Tabela 3. Caracterizaglo do peso molecular dos padres de dextranas determinados
através de vérios métodos.(1)

Dextranas Mp(d Mw{CPG)2) Mwi{EL)(%) Mn(2) Mv(2)
Peso  molecular
declarado
3.600,000 4.500.000 4,900,000 4.340.000 1.500.600 1.850.000
1.750.000 1,450,600 1.756.000 F.350.000 1.250.000 431.360
550,000 350.000 548.300 §17.000 346,500 165,060
79,000 68.000 78,800 75,000 49.400 83.000
27.000 23.000 27.060 26500 19,300 28.000

(1) American Polymer Science

(Z) Mp - Peso molecular do apice do pico, caracterizado por cromatografia de
permeaclo em gel; Mw(CPG) - Distribuiciio de P M, caracterizado por cromatografia
de permeagio em gel; Mw(EL) - Peso médio ponderal, caracterizado por
espathamento de inz de laser (LALLS); Mn - Peso médio mumérico, caracterizado por
osmometria de membrana, osmometria de pressfio de vapor e anélise de grupos
terminais e Mv - Peso médio viscosimétrico, caracterizado por viscosimetria.
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3.3. DETERMINACAO DA MEDIA DE PESO MOLECULAR.
3.3.1, PESO MOLECULAR MEDIO COM SOFTWARE GPC PACKAGE

A determinagio do PM foi conduzida com colunas Shodex (1tem 3.4.), sendo o
caleulo conduzido através de integrador dotado de software GPC Package Waters.

3.3.2, PESO MOLECULAR MEDIO COM SOFTWARE GPC MILLENIUM
Preparo das amostras

Solugdes de amostras de galactomananos 0,01% foram preparadas em azida
sédica 0,02% e mantidas sob agitagiic (agitador magnético) por 20 horas & temperatora
ambiente ¢ depois armazenadas em geladeira para serem submetidas & analise de
acordo com descrito por BERGQUIST, (19953).

Preparo dos padries

Foram utilizados padrBes de dextrana numa concentragic de: 0,02% para
padrdes de 27.000 a 1.750.000 daltons ¢ 0,01% para o padriio de 5.000.000 daltons; o
solvente utilizado para essas solugBes foi 4gua com azida sédica 0,02%. Solugdes de
dextrana padrio de diferentes pesos moleculares foram preparadas de acordo com
descrito por (BERGQUISt, 1995).

Condicdes analiticas

Foram wutilizados os equipamentos citados no item 3.4., sendo as colunas
Shodex dispostas em série, a 55°C e o software Millenium GPC. A quantidade de
amostra foi de 300 pr. A fase mével fol dgna deionizada contendo azida sédica 0,02%,
¢ fhuxo de 1,0 ml/min.

Para determinacfio do peso molecular os seguintes cuidados devem ser
observados, de acordo com descrito por Bergquist, 1995;

1 - Nunca vsar ultra som (possivel quebra das cadeias maiores).

2 - A concentragiio do polissacarideo deve se situar entre 0,01 a 0,05%, de acordo com
a Tabela 4, para evitar problemas de viscosidade.
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A Faixa de concentragio de polissacarideo para caracterizagio de peso

molecular.
Faixa de PM Concentragio do padriio Concentragiio da amostra
0 2 25.000 0,05% <0,25%
25,000 a 200.000 0,02% <0,1%
200.000 a 2.000.000 0,02% <0,05%
>2.000.000 0,01% <0,02%

3 - Para amostras e padrdes de peso molecular inferior a 200.000 a ixijéc;ﬁo pode ser
feita imediatamente apds a dissolugdo. Para pesos moleculares superiores a 200.000
deve haver um periodo de equilibrio de algumas horas dependendo do PM (pesos
muito altos 16-20 horas), para que a cadeia se distenda.

4 - SolugBes de polimeros aquosos podem ser armazenados em geladeira por 90 dias.
5 - Para polimeros de dificil dissolugfio usar calor conforme a fase movel.

6 - O volume méximo recomendado na injeglo é de 1% do volume mterno da coluna
vazia, multipticado pelo niimero de colunas na série.

7 . As colunas devem ser instaladas em ordem decrescente de porosidade.

8 - Para curva de calibragiic mais exata injetar padrGes individualmente.

3.3.3. PESO MOLECULAR ABSOLUTO COM ESPALHAMENTO DE LUZ

Para determinagio do PM absolmto foi  utilizado um fotbmetro de
espalhamento de luz, Down DPS Laser Photometer, Wyatt Tecnology Corporation.
Essas analises foram realizadas com a colaboragfio do Laboratério de Fotoquimica do
Instituto de Quimica da Universidade de Sdio Paulo.

As amostras analisadas por EL devem ser cuidadosamente preparadas,
considerando a grande sensibilidade da determinago do PM absoluto e ainda o fato do
galactomanano ser dissolvido em solugdo aquosa, visto o uso de solventes organicos
para a solubilizagio de polimeros ser mais comurm.,
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e determinagio do PM absoluto da amostra de . mollis, foi analisado também
adrio de dextrana com Pesos Moleculares ja caracterizados pelo fomecedor e que
Auem 0 PM Absoluto e PM Médios com diversas metodologias (Tabela 3),

Um dos parimetros que deve ser conhecido é o dn/dc de cada amostra,
normalmente encontrado em literatura; como para a amostra a Ser analisada nfo b4
dados em literatura, esse valor foi determinado em laboratorio. Para essas
determinagbes foram preparadas amostras com concentragdes conhecidas ¢
determinados os seus respectivos indices de refragdo.

Preparc das amostras

Para a determinagio do peso molecular absoluto de cada amostra foram
preparadas oito solugBes, com concentra¢des de 0,01 a 0,50 g/ 100mL em 4gua
contendo 0,02% azida, e filiradas em membranas Milipore 0,45 pm (sem causar
perturbagio nas amostras, para evitar a formagfio de bothas). Os frascos utilizados para
as amostras devem estar limpos, com auséncia de particulas, para evitar erros de
leitura.

Determinagiio da Concentraciio

O teor de aghicar total das amostras foi determinado pelo método fenol sulfirico.
Foram pipetados 0,5 mL da solugdo de amostras contendo de 10 a 70 mg de aglcar, ¢
padrdes de glicose no intervalo entre 7 4 145 mg, para um tubo de ensaio. A seguir 0,5
ml de 4gua e 0,5 mi da solugdo de fenol 5% foram pipetados, seguidos de 2,5 mi de
4cido sulfiirico concentrado (SEAMAN et al,, 1945},

A absorbincia da cor amarelo-laranja foi medida a 490 nm em
espectrofotdmetro UV -VIS .

Determinagio do Indice de Refracio

Para se obter o indice de refragdo (LR.) das amostras foi utilizado o NaCl como
padriio, por possuir valores de indice de refragio conhecidos pela literatura. As
condiges de operagdio do detector de indice de refragiio foram as seguintes:

sensibilidade; 4
fator de escala: 20
fluxo: 0.2 ml/min
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vel: solucfio aquosa de azida sédica 0,02%

A absorbincia das amostras e padrdes foram obtidas no detector de LR. em
(1. V). Com os indices de refragiio das solugdes padréo de NaCl da literatura ¢ 08 S€US
respectivos mV determinados através das soluges preparadas, obteve-se a curva de
calibragio mV x LR. ¢ foram determinados os indices de refragio das amostras, Os
resultados se encontram discutidos no item 4. 4,

Determinacio do dn/dc

Depois de se obter 0 indice de refracdo e as concentragdes das amostras, fol
montada uma curva Concentragio X fadice de Refragiio e o dn/dc foi obtido através do
declive da reta. Os resultados se enconam discutidos no item 4.4.

y = mx + b, onde:

m = declive da reta ( dn/dc)
y = concentragdo
x = indice de refragdo

b = intercegio da reta no eixo y

3.4. EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS
- Bomba de HPLC série 1050 - Hewlett Packard
Injetor - Reodyne
Forno de coluna CHM - Waters

. Trés colunas § x 300 mm ¢ pré coluna, série KS - Showa Denko, com
os seguintes limite de exclusio e conectadas nesta ordem:

Pré - coluna KS-G
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Limite de exclusiio (Da)

KS - 805 5% 10°
KS -~ 804 4x%10°
KS - 803 5% 10

- Coluna HPX - 87 C 7,8 x 300 mm - Bio Rad

- Coluna HPX-87P; 7,8 x 300 mm - Bio-Rad

- Coluna SEC XL 40 e 30; 7,8 x 300 mm - Bio Rad

- Detector Differential Refractometer - Waters

- Integrador 746 equipado com GPC package - Waters

- Micro Power Mate 433 - Nec, equipado com Millenium Cromatography
Manager GPC sofware - Waters

- Fotbmetro Down DPS Laser - Wyatt

- Espectrofotdmetro UV - VIS DU 70 - Beckman
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CLTADOS E DISCUSSAO

RAZAO MANOSE : GALACTOSE DO GALACTOMANANO

As andlises dos monossacarideos manose ¢ galactose do polissacarideo de D.
mollis foram conduzidas segundo as condigBes descritas no item 3.2.

Em teste preliminar foi testada uma coluna de troca i6nica HPX-87C, com a
qual nio se obteve boa separagio dos monossacarideos, A seguir foi testada a coluna
HPX 87P, que mostron boa separagfio conforme cromatograma dos padries de manose
e galactose (Figura 9).
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Figura 9. Cromatograma por CLAE de padrdes de galactose (G) e manose (M). Coluna
HPX-87P, fluxo 1,0 mL/min, fase movel agua deionizada, temperatura da
coluna 50°C e detector de indice de refragdo.
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« oslculos para se obter a concentracio de manose ¢ galactose, foram

_ados comparando-se 0s picos dos cromatogramas das amostras com 08 picos 408

dres, utilizando-se padronizagdo externa. A Figura 10 € um exemplo de
cromatograma tipico de amostra do galactomanano hidrolisado da D.mollis.
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Figura 10. Cromatograma por CLAFE de amostra do galactomanano hidrolisado da 1.
mollis, galactose (G) ¢ manose (M). Coluna HPX-87P, fiuxo 1,0 mi/min,
fase movel dgua deionizada, temperatura da coluna 50°C e detector de
indice de refragfo.
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assacaridecs Gz socmenics intelras foram analisados € observou-s¢ wna

a0 da razdio M:G entre 2,0 3 2,2 conforme Tabela 5, com média de 2,1, A razdo

3 da D. mollis comparada aos dados apresentados por NEUKOM (1989) mostrou-

se praticamente igual a da goma guar (2,0), € inferior s gomas tara (3,0) e caroba
{4,0).

Tabela 5. Raziio manose:galactose de galactomanano de sementes inteiras de D. mollis.

repetigdo 1 2 3

manose:galactose 2,0 2,0 2.2

média 2,1

Testes paralelos de determinagio da razio MG foram realizados para
verificagdo da metodologia, em goma guar (Sigma, U.S.A.) e Schizolobium parahybum
(Instituto de Botinica, Qecretaria do Meio Ambiente) com resultados de 1,8 ¢ 2,7,
respectivamente. Esses resultados sfo bastante proximos daqueles de guar de 1,6 ¢ 1,7
obtidos por FERNANDES, 1995; PICULELL er al, 1994 respectivamente € S.
parahybum de 3,0 obtido por GANTER et al., 1993,

De acordo com BUCKERIDGE & REID (1995) a relagio M:G dos
galactomananos situa-s¢ Do intervalo entre 1 a 4, dependendo da estrutura do
polissacarideo. O grau de ramificagio por palactose dos galactomananos parece estar
associado com a sua solubilidade em 4gua; & medida que o feor de galactose dimimui,
mais insolivel se toma o polimero, sendo que moléculas que contém menos de 10% de
galactose precipitam.
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o roLECULAR MEDIO COM SOFTWARE CPG-INTEGRADOR
.ERS)

Para determinar o Peso Molecular Médio de um polimero podemos utilizar wma
técnica rapida e simples como a cromatografia de permeagio em gel (CPG). Todavia,
se o desenvolvimento analitico para polimeros solivels em solventes orgnicos podem
ser encontrados em grande nimero na literatura, o MESMO nio acontece para 08
polimeros em solug@o aquosa, Como ¢ o caso do polissacarideo em estudo. O
desenvolvimento analitico foi realizado utilizando a CPG com 2 aparelbagem descrita
no item 3.4.

Foram realizadas algumas analises preliminares de polissacarideos (Tabela 6 ),
utilizando o integrador em modo normal, ou seja, sem o GPC Package da Waters, com
padres de dextranas p.a., conforme FRANCO et al. (1996). Nessas andlises foram
utilizadas duas colunas, em série, de exclusio por tamanho com alta resolucéo
(HPSEC - High Performance Size Exclusion Column). A elui¢io foi conduzida com
soluglio 0,02% de azida sodica em detector de indice de refragio. Exemplo de
cromatograma ilustrando a eluigdo de um polissacarideo em colunas HPSEC tipo SEC
XL 40 e 30 em série, enconira-se na Figurall.

Tabela 6. Peso molecular médio de polissacarideos de sementes D, mollis ¢ outras
leguminosas determinados por andlise em HPSEC (colunas SEC X1. 40 ¢ 30

em série).
Espécies Peso molecular médio de
galactomananos(L) (Daltons)
Dimorphandra mollis 2x100
Copaifera langsdorfii 2x100
Hymenea courbaril 2x106
Lupinus angustifolins (2} 0,7x100
Schizolobium paraibum 2x106

(1) média de 4 determinagdes

{2) galactano (FRANCO et al., 1996)
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As amostras de galactomananos e galactano de C. lansgdorfii, H. courbaril, L.
angustifolia e S. parahibum, cedidos pelo Dr. Marcos Buckeridge do Instituto de
Botinica da Secretaria do Meio Ambiente (S0 Paulo), foram analisadas para permitir
comparagédo da eficacia da metodologia.

Foi observado que somente o galactano apresentou peso molecular de valor
intermedidrio 0,7x100D2, As outras amostras apresentaram clevado valor de peso
molecular 2x106Da comparéveis com o valor estimado por viscosimetria para peso
molecular do galactomanano de goma locusta de 1,7x10% Da (GARNIER et al.1995).

O galactomanano de D, mollis mostrou um peso molecular médio de 2x106Da
através da metodologia normal de HPLC sem uso de software especifico.
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Figura 11. Cromatograma por CLAE da amostra do galactomanano de D. mollis.
Coluna SEC- 40XL ¢ 30XL, fase mével 0,02% de NaN3z, fluxo de 1,0
ml/min temperatura da coluna 50°C e detector de indice de refragéo.
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Segundo FLATT et al. (1992), informagdes sobre peso molecular sfo obtidas
comparando o fempo de retengfio da distribuicfio da amostra com distribuigfio similar
de padiBes como por exemplo dextranas de altos pesos moleculares. Os padrfes de
dextranas utilizados pelos autores estavam no intervalo de 0,75x109 até 4,95x106 Da.
Os valores estimados para as amostras através da curva dos padirBes foram
razoavelmente similares quando comparados com dados da literatura, apesar da
necessidade de extrapolagdo de valores. Os autores nfo consegniram monodispersidade
para os padrBes de dextranas com peso molecular acima de 5x10%Da. Os valores de
Mw ¢ Mn da goma em andlise foram calculados através de CPG ¢ os resultados
obtidos utilizando o software Maxima 820 GPC package, da Waters para uso em
mtegrador.

Com o objetivo de melhorar a qualidade da determinacio de peSb’ molecular, o
software GPC-Integrador foi testado. Uma curva de calibragfo padriio obtida para os
padrdes de dexiranas de diferentes pesos moleculares estd representada na Figura 12,
Os resultados obtidos para as amostras sfo apresentados na Tabela 7. Na fignra 13 estd
apresentado um exemplo de cromatograma da amostra de D. mollis elnida através de
trés colunas em série (item 3.4).

Esse software tem sido utilizado para célculo de distribuicBo de peso molecular
de polimeros sintéticos de baixa dispersdo, sendo utilizado no controle de matéria
prima e de produto final, em inddstrias e laboratérios de pesquisas. Entretanto para
amostras de galactomananos os resultados de PM, sugerem que esse software €
inadequado para amostras de elevada polidispersdo.
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Tabela 7. Média (4 repetigdes) de determinagles de peso molecular médio de
galactomanano de D. mollis, com software GPC - Intergrador e colunas
Shodex em série KS 805,804 e 803,

Polissacarideos PM PM médio PM médic Tndice de
medio  (limite inferior)  (lumite superior) polidisperséo
D. mollis (2)
1 7,5x100 1,3x106 1,4x107 6,0
2 6,7x106 0,8x100 1.3x107 8,1
3 6,1x106 1,0x106 1,1x107 6,1
4 6,8x100 1,4x100 1,2x107 4,7
média 6,8x106 1,1x106 1,3x107 6,2
Goma Caroba (1) 7,6x106 1,5x106 1,3x107 7.3
Goma Guar (1) 8,9x106 1,0x106 1,3x107 5,9
Hymenaea
courbaril(2) 3,2x106 0,06x106 2,7x107 57

(Dsigma

(2) Tnstituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de S. Paulo

Os valores apresentados na Tabela 7 para peso molecular médio foram acima
daqueles descritos na literatura. Para D. mollis a média de PM foi de 6,8x109, para a
Goma Caroba 7,6X105 ¢ para a Goma Guar 9,0x10¢ Da. O maior indice de
polidispersio foi observado para Hymenaea courbaril, 57, para D, moliis, 6,2, Guar,
7,3 e para Caroba, 7,3. Os PM das amostras estio acima do limite de exclusfio das
colunas de 5,0x100Da.
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Utilizando também um conjunto de padrdes de dexiranas € o mesmo sofiware
utilizado neste trabalho, FLATT et al. (1992) obtiveram pesos moleculares para suas
amostras de valores similares aos descrifos em literatura. Entretanto esses valores
tiveram que ser extrapolados para PM acima de 5%10%Da.

Os resultados relativos aos pesos moleculares médios (limite superior, inferior e
indice de polidispersio} de alguns galactomananos calculados pelo pacote estatistico
estio descritos na Tabela 7. Os resultados obtidos por esse pacote estatistico, ndo
reproduzem aqueles obtidos por outras téenicas. Os resultados sdo referentes ao dpice
do pico e para polimeros com alta dispersio como € o caso desses polissacarideos os
resultados s#o pouco confidveis.
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Figura 12. Curva de calibragio para determinagio dos pesos moleculares de
galactomanano da D. mollis, em trés colunas KS 805, 804 e 803 em série
protegidas com pré coluna Shodex K8 - G, fase moével 0,02% de azida
sodica, fluxo de 0,9 mL/min, temperatura da coluna 50°C com detector de
indice de refragfio, software GPC Package Integrador. Padides de dextranas
PM: V= 5.000.000, IV = 1.750.000, III = 550.000, II = 79.000 ¢ I = 27.000.
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Figura 13. Exemplo de um cromatograma da determinacfo do peso molecular atraves
do GPC Package Integrador do galactomanano de D.mollis em trls colunas
KS 805, 804 e 803 em série protegidas com pré coluna Shodex K8 - G, fase
mével 0,02% de azida sodica, fluxo de 0,9mL/min, temperatura da coluna
50°C e detector de indice de refragdo.

34



Log Mw

Log Mw x % Area Log Mw x Cum %

IO? T T j I ! ! i : :
————— —
- - /
/(:x_’
/ \
10° z : :
// -
// h
A \
/ ‘
________ \
/ y
\
\
10° :
& .‘
- \
T ;
104 i } } ’ : i : I 1
. ” e 50 80 100
°/o Area

Figura 14. () Curva de distribui¢do de peso molecular de galactomanano de

D.mollis através do GPC-Package-Integrador com trés colunas Shodex KS
805, 804 e 803 em séric protegidas com pré coluna Shodex KS - G, fase
mével 0,02% de azida sodica, fluxo de 0,9 mL/min, temperatura da coluna
50°C e detector de indice de refrago.

(=) Curva cumuiativa.
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4.3. PESO MOLECULAR E SUA DISTRIBUICAO (DPM) ATRAVES DE CPG
MILLENIUM

A CPG ¢ principalmente usada para o estudo da distribuigio de peso molecular.
Entretanto, a DPM determinada por CPG pode ser influenciada por varios fatores
como o efeito do alargamento de pico e a resolugfio incompleta que podem fornecer
uma informagfio enganosa. A largura da DPM ¢é medida pelo indice de polidispersio,
ou seja, pela razdo entre a média dos pesos médios ponderais ¢ os pesos médios
nUMEricos.

Para determinagfio das médias do peso molecular ¢ da sua distribuig8o, foram
utilizados os equipamentos descritos no item 3.4, com o software Millepium. As
colunas foram conectadas em série, do maior para o menor intervalo de exclusfio
(intervalo esse entre 2,7x10% ¢ 5,0x10Da). A série de colunas foi suficiente para
cobrir todo o intervalo do peso molecular do polissacarideo de D). mollis. Para
utilizagio adequada das colunas foi calculada & eficiéncia das mesmas, com a injegHo
de etileno glicol (0,12% em agua) e através da seguinte formula:

nl

Nt = e
S1/N,

onde:

Nt é o niimero de pratos teéricos da série; n é o numero de colunas em sénie; Ni € o
mimero de pratos tedricos de cada coluna individual.

O nimero de pratos teéricos totais calculado foi de 50.000, resultado adequado
para utilizagio das colunas.

Para a utilizagiio da técmica, o polimero deve estar fotalmente soltvel no
solvente (4gua). A boa solubilidade do galactomanano de D. mollis foi verificada
experimentalmente. Esta constante j& era esperada, pois o valor encontrado para a
razdo M : G foi bastante baixo (2,0), devido ao elevado teor de galactose, conferindo
maior hidrossolubilidade a este polimero.

Para a calibragfio foram utilizados padres de dextranas como referéncia. Foram
injetados cinco padrdes de dextranas de 2,7x10% a 5,0x10% Da; as injegBes foram
realizadas separadamente, ¢ depois sobrepostas, através do programa do sofware
utilizado, conforme mostrado na Figura 15,
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Na calibrago através do Millenium foi utilizado a opgdo para padrdes de
polidispersdo larga, uma curva de 32 ordem foi obtida ¢ a regressfio calculada pelo
computador. A calibragiio utilizada foi a de ponto por ponto; o programa utiliza uma
série linear de relagBes entre dois valores de calibragfo.

Por intermédio dos pesos moleculares dos padrdes de dexiranas (Figura 15) foi
construida uma curva de calibraciio (Figura 16) para célculo dos pesos moleculares dos
polimeros. Um padifio de dextrana (Figural?), foi injetado e o seu peso molecular
- obtido foi 5,2x10°Da sendo o seu peso molecular fornecido pelo fabricante de
5,5%10%Da, A diferenca entre os pesos moleculares obtidos foi aceitivel porgue o erro
de metodologia por GPC € de até 10%.

A média dos valores dos pesos moleculares da amostra de D. mollis foi de
1,9x106 Da.
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Figura 15. Padrdes de dextranas PM: V = 5.000.000, IV = 1.750.000, III =550.000, II
=79.000 e I = 27.000 Da, injetados separadamente em trés colunas KS 805,
804 e 803 em série protegidas com pré coluna KS - G e sobrepostos; fase
movel 0,02% de azida sédica, fluxo de 0,9 mL/min, temperatura da coluna
50°C e detector de indice de refragfo, utilizando-se o software Millenium.
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Viscometry Broad Integration Parameters

Threshold
Peak Width

25.000 uv/sec

360.00 sec

Table 'Viscometry Broad Integration Parameters' contains no data.

GPC Cal Plot And Table Calibration Curve
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GPC_Cal_Plot_And_Table Calibration Information

Processing Method nadia3
Channel

Type

Data Origin

A
c
E
R

Standard Error

vt
Mo

Slope
alpha

SATIN
GEC

15.112940
-0.010841
0.000000
0.999188
0.167204

36.000 ml, min

0.000000

System GEC

Date 30-NOV-97
Manual Coeffs No

Order 3

B -0.263477

D 0.000261

F 0.000000

R™2 0.998376

Vo 20.383 ml,min
Vvalid Yes

b

K 1.000000000 dl/g

Figura 16. Curva de calibragdo dos padrSes de dextranas construida com software
GPC Millenium.
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Figura 17. Cromatograma do padréo de dextrana 550.000 Da, em trés colunas KS 805,

804 ¢ 803, em série, protegidas com pré coluna KS - G, fase méovel 0,02%
de azida sédica, fluxo de 0,9 mL/min, temperatura da coluna 50°C e
detector de indice de refragdo, utilizando-se o software Millenium.

(——) Curva cumulativa.
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As amostras de galactomanano de D.mollis foram injetadas nas mesmas
condigdes das amostras anteriores em diferentes dias, A figura 18 mostra um exemplo
desses cromatogramas. Os resultados obtidos estdo discutidos na tabela 8.

Tabela 8. Resultados das médias de pesos moleculares de uma amostra do
galactomanano de D.mollis, com GPC Millenium.,

Repeticdes Mw Mp Mn Mz+1
1 2,1x106 3,1x106 9,4x103 3,9%x106
2 1,6x106 2,7x106 8,2x105 i 2,5x106
3 1,7x106 3,0x106 8,7x109 2,5x100
4 1,7x106 3,0x100 9 3x10° 2,5%x106
5 1,7x10% 2,8x106 8,9x10° 2,5x106
6 2,4x1006 3,5x100 9,7x103 4,7x106
média 1,9%106 2,6x100 9,0x105 3,1x106

Mw: peso médio, Mp:peso molecular do 4pice do pico; Mn: peso médio numérico,
ponderal; Mz+1: peso médio por ultracentrifugacdo.

De acordo com a literatura, a técnica de CPG foi empregada para determinagfo
do peso molecular de outros polissacarideos.

KENNEDY er al (1995) analisaram seis diferentes amostras de
hidroximetilcelulose utilizando trés colunas em série acopladas em ordem decrescente
de difmetro de poros. Os pesos moleculares médios encontrados situam-se no intervalo
entre 1,3x10% e 1,9x108Da. A dispersio encontrada variou para cada tipo de amostra
(entre 2 e 12), indicando no caso de amostras comerciais que trata-se de
polissacarrideos relativamente homogéneos, devido ao baixo valor relativo de
dispersdo. Neste trabalho foi observado o efeito da concentragdo do polissacarideo:
concentragdes elevadas acima de 1,0 mg /mL promoviam erro no PM calculado, com
valores abaixo do esperado, provavelmente devido ao efeito da viscosidade sobre os
poros das colunas. Esses autores realizaram uma extrapolaciio da curva de calibragio,
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uma vez que o polimero utilizado como padriio de calibragfio niio estava disponivel no
mercado na faixa de peso molecular adequada as amostras em andlise.

Segundo SEYMOUR & CARREHER, 1971, distribmigOes largas (broad)
de peso molecular podem ocorrer, como caso de polimeros sintéticos e alguns naturais.
Qs polimeros sintéticos ou naturais apresentam moléculas com vAarios pesos
moleculares que produzem cromatograma mono, bi, tri ou polimodal. Algumas
proteinas especificas e 4cidos nucléicos que apresentam peso molecular defimido so
chamadas de monodispersas.
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Cromatograma de galactomanano de D.mollis em trés colunas Shodex KS
805, 804 e 803, em série, protegidas com pré coluna Shodex KS - G, fase
movel 0,02% de azida sédica, fluxo de 0,9 mL/min, temperatura da coluna
50°C e detector de indice de refragdo,utilizando-se o software Milleniun.

(——) Curva cumulativa.
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4.4. PESO MOLECULAR ABSOLUTO ATRAVES DE ESPALHAMENTO DE
LUZ

Apos a determinagio dos pesos moleculares por CPG, decidimos investiga-los
também pela téonica de espalhamento de luz. A literatura especifica para determinagfio
de pesos moleculares de polissacarideos vegetais tem relatado a significativa
dificuldade desta analise.

Para normalizagdo da amostra, € necessério conhecer a variagfio do indice de
refracdo (dn) em relagfo a variagdo da concentragdo (de) de cada solugdo polimérica a
ter o seu peso molecular absoluto determinado. Quando dados da literatura sfio
inexistentes, o dn/de deve ser determinado experimentalmente para cada polimero o
qual ¢ utilizado na construgfio do grafico de Zimm.

Para determinagio do dn/de , um detector de indice de refragfio foi utilizado, a
absobéncia das amostras e dos padrfies foram obtidas nesse dstector em mVY, sendo sua
calibragio feita com padrio de NaCl com concentragdes e indice de refraglo
conhecidos da literatura. Foram preparados padrSes de NaCl com concentragles
conhecidas ¢ injetados no detector de LR..

Uma curva de calibragfio foi construida com os valores de mV obtidos no
detector para solugdes padrfio de NaCl com diferentes concentragBes e seus respectivos
valores de indice de refracfio (Figura 19). Através dessa curva, os valores de indice de
refragdo das amostras em diferentes concentragbes foram obuidos. Depois de se
construir uma curva com os indices de refragfio e as concentracOes das amostras
respectivas, o valor do dn/de foi calculado através da inclinagfio da reta (Figura 20).

Os valores de dn/dc obtidos para a amostra de D.mollis em estudo foi de 0,145
mlJ/g ¢ para os padr¥es de dextranas usados nas analises este valor foi de 0,147ml/g
segundo, o fabricante,

Um padrio de dextrana foi utilizado para confirmagéio da calibragfio prévia do
aparelho de espalhamento de luz, obtendo-se um PM de 4,3x10% (Figura 21), sendo
5,2x105Da o valor fornecido pelo fabricante.

O peso molecular absoluto € o mais importante pardmetro para caracierizagio
de polimeros lineares. Nas vérias técnmicas para determinar o PM ¢ necessario
considerar que o galactomanano € um polissacarideo, com tendéncia a apresentar
elevada polidispersfio dificultando a determinagéo precisa do PM (HAAS et al., 1984).
Ainda, segundo os autores, em moléculas com peso a partir de 5x106Da a
possibilidade de erro pode ser muito significativa através do espalhamento de luz.
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Para o polissacarideo de Dimorphandra mollis o valor de PM encontrado foi de
1,9x100Da através do grafico de Zimm (Figura 22) com a técnica de EL. Esse valor é
similar 4 média encontrada por CPG-Millenium de 1,9x106Da.

De acordo com a literatura (BERGQUIST, 1995) a incubagiio do polissacarideo
em repouso por mais de 24 horas ¢ suficiente para completa desagregacéio das cadeias
poliméricas e, consequentemente melhor, concorddncia entre os valores de PM
encontrados. E possivel que os PM destes polissacarideos sejam realmente muito
maiores do que aqueles relatados em literatora para galactomananos ¢ xiloglucanos de
outras espécies vegetais, ja que nfo existem relatos dos valores de PM encontrados
para o polissacarfdeo investigado nesse trabatho.

PICULLEL et al.(1994) analisaram polissacarideos utilizando um. fotdmetro de
espalhamento de luz modelo Wyatt Dawm como o utilizado neste estudo. As solugdes
aquosas dos polissacarideos foram preparadas com a adigio de dgua ou solugdo de sal
as amostras sécas, seguido de aquecimento a 95°C, obtendo-se resultado considerados
adequados para o polissacarideo estudado.

De acordo com a literatura os valores de dn/dc das amosirasde guarana e
hidroxipropil guarana, a razdo dn:dc foi de 0,155mL/g com peso molecular de 2,8x106
¢ 0,149mL/g com peso molecular de 4,5x109, respectivamente, ¢ ambos em NaCl 1M
(PEZRON et al.,1988).

GIDLEY ef al. (1991) encontraram dn/dc=0,163ml./g para polissacarideos de
sementes de tamarindo. No experimento com solugles de goma xantana, MILAS ef
al.(1990) encontraram 0,155 mL/g para o dn/dc ¢ MW de 35,3x10% por espathamento
de luz.
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I.R. (589 nm)* abs(mV) |Conc. (g/100g H;0)
165 15,3 0,094
182 17,0 0,104
587 64,7 0,368
974 103,1 0,563
1191 126,9 0,690

* de acordo com B. Refractometric Calibration Data

140,0 ~

abs(mV)

100,0 +
80,0 +
60,0 +
400 +
20,0 T

1200 .y =0,1086x - 1,9302

R? = 0,999

00
0

200 400 600 800

1000 1200
1.R(589nm)

Figura 19.Curva de calibragido da absorbancia x indice de refragao do padrido de NaCl.

Conc.(g/100mL) | LR. (589 nm)
0,042 100,30
0,094 179,09
0,177 280,13
0,227 339,45
0,286 525,77
0,372 573,04
0,392 598,07
0,464 688,18
§ By y = 1428,9x + 43,638
5,. 600,00 +
« »
400,00 +
0,00 . _
0 0,1 02 03 04 05
conc.(g/100mL)

dn/dc = 0,143 mL/g
Figura 20. Curva de calibragdo para obtengdo do dn/dc da amostra de D. mollis.
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Figura 20. Grafico de Zimm do padrio de Dextrana 5,5x105Da, obtido através das
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analises realizadas por fotometro de espalhamento de luz.
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Figura 21. Gréfico de Zimm da amostra de galactomanano de D. mollis obtido através

das analises realizadas por fotometro de espalhamento de luz.
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3.CONCLUSOES

- O galactomanano presente na D. mollis apresenta um peso molecular proximo
a 2x106 Da e razdo manose : galactose de 2 : 1, cujos valores foram similares aqueles
determinados para goma guar.

- A determinagfic do peso molecular do galactomano através de cromatografia
liquida com duas colunas de exclusfio (SEC X1 40 e 30} permitiu obter resultados de
aproximadamente 2x106 Da.

- O uwso de software para integrador (Waters) nfio permitiv reproduzir o
resultados de peso molecular do galactomanano, por este apresentar disperséo elevada,

- O emprego do software GPC Millenium (Waters), que contempla programa
para polimeros de alta dispersfio, permitin a obtengio da curva de distribuigiio e
calenlo do Peso Molecular Médio por CPG, com valor de aproximadamente 1,9x100
Da.

- O emprego de fotdmetro de espalhamento de luz (LALLS) para leitura ¢
determinagfio do Peso Molecular Absoluto, forneceu resultado similar aoc GPC
Millenium ¢ 4 cromatografia liquida com colunas de exclusfo.

- Dentre as metodologias que permitiram a determinacgiio do Peso Molecular do
galactomanano de D. mollis, aquela com GPC - Milleninm (Waters) ¢ a com uso de
fotbmetro de luz (LALLS) s8o recomendadas devido & sua aplicagiio para polimeros
diversos de alto peso molecular.
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ANEXO 1. Relatérios utilizados na determinacfio de pesos moleculares da amosira de
D. mollis por GPC-Integrador.
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ANEXO 2. Relatérios utilizados na determinaco de pesos moleculares da amostra de
D. mollis por GPC-Millenium.
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Millennium Calibration Report November 30, 1937
Report Method: GPC_Calibration_Report Veraion:
Sample: dext 2% K Provessed:
Vial: & Iiny: 1 Channel:

Page: 1 of 3
2.10
1L/30/97 12:52:45 BM

SATIN

Method Name: nadial3
Date Created: 11/30/97 12:50:13 pM
Method Type: GFC

GFPC Parameters
GPT Techhigque Felative Calibration
it 3rd Qrder
Yo mi,min
LA ml,min
A~axnils Time {min)
Flow Rate 1.000 mi/min
3td Refersnce Peak False
iink Refsrence Paak False
Ref Pegak RT 0.001 min
Relf Psak RT Window 1.000 %
Mol We Marker 1 Daltons
Mol Wt Marker 2 Daltons
Mol Wt Calib Order High to Low
Axial Disp. Coxrx. 0.000 ml,min
Concentration Start min
Concentration End min
Front Conc Thres 15.000 %
Back Cone Threshold 15.000 %
Viscosity Starct min
Viscosity End min
Front Visc Thres 15.000 %
Back Visc Threshold 15.000 %
Yisw. Data Fit Type ist Order

Narrew Integration Paramelers

Minimum Arsaa 0 uv*sec
Minimum Height 0wy
Touchdown 50.000 uv/sec
Peak Width 30,00 zmec

Table Norrow Integration Evenis’ contains no data,

Broad Infegration Parameters

Thrashold 5,000 uV/sec
Peak Width 555.00 sec

Brood Integration Events

Start ‘ stop
P min Bvent (min)
1 2,000 | Inhibit Integraticon 17.006
2 44,000 { Inhikit Integration 53,000

Viscometry Narrow Integration Paramelers

Minimum Ares 0 uvtsec
Minimum Height 0 ouv
Toushdown 50.000 uVisec
Peak Width 30.00 =zec

Table Viscometry Norrow Integration Events' conlains no data.



¥Millennium Calibration Report

Report Method:
Sample:

dext

Vigl: &

threshold
Peak Width

GRC_Calibration Report

29 K

Inj:

November 30,

1

2 0f 3

1897 Page:
Version: Z.10
Processed: 11/30/97 12:82:45 M
Channel: SATIN

Viscometry Broad Integration Paramelers

25,000
360,00

uVisec
sec

Table Viscometry Broad Integration Farameters’ contains no data,

s

7

7

4

1k

GPC Cual Plot And Table Calibration Curyve

I

.30

P B i ¢

.00

L2

LI

IO |

<50

(111

25.00 3G.40 35,00
Minutes

GPC Cal _Plot_And Table Calibration Information
Processing Method nadia3l System GPC
Channeal SATIN Date 30-NOV-87
Type GRC Manual Coeffs No
Data Crigin Grder 3
B 15.112340 B -, 2634717
c -0.010841 n 0.000281
E 0.000006 F 0.000000
R 0.99518¢8 R™Z 0.98837%7¢
Standard Error 0.167204 Vo 20,383 m), min
vt 38,000 mi,min Valid Yes
Mo I
Slepe K 1.000008000 d1l/g
alpha G.000000

GPC_Cal_Plot_And_Table Narrow Standard table

Retantion Time | Elution Volume Mol Wt Caloulated Weight
(min () (Dultons) | WOF Mel We (Daltons) ¥ Residual
23,648 22,648 4300000 | 6.6334408 4501228 4. 887




Millennium Calibration Repoxrt December 1, 1987 Page: 3 of 4 ‘
Report Method: GPC_Calibration Report Version: 2.10
Samples dext 1750 K Processed: 11/30/97 12:54:47 BM 1
vial: 3 Ini: 1 Channel: SATIN

GPC Cal Plot And Table Narrow Standard table
" Retenﬁ;ﬁg Time Elutl?leOlumﬂ {§§?£§:;} Log Mol Wt Intr?§i§§}Visc (dggg}
2 22.983 22.983 2838581 1 6.453098 1,000000 1. 000000000
3 23.872 23.672 1550000 § 6.180332 1.000060 1. 800606000
4 23.700 23.700 1830110 | 6.184723 1.000000 1.606000000
5 23,660 23.6860 1300000 | 6,176081 1.00040060 1. 008600400
& 24,144 24.144 1250000 | €.086510 1.0000400 1.060050000
7 25.360 253.360 517600 5.713481 1.6000400 1.0000600000C
8 25.733 25,733 41?429 5.620582 1.0000Q0 1.000000000
g 26.058 . 26,058 346500 | 5.538763 1.000000 1,00000000
ERY 45.478 45,478 75000 | 4.875081 1.0006000 1, 000000000
11 47,280 47.290 45400 | 4.683727 1.800000 1.000000000
12 47,617 47.617 45820 | 4.861052 1.04806000 1.,0060000000
i3 30,371 30.371 26500 | 4.423246 1.000000 1.000000000
14 36,667 30.8667 $3343 1 4.36B150 1.00000G0 1.000000000
15} 31.11¢ 31.1140 15300 § 4.283557 1.060000 1. 000000000

GPC _Cal_Plot_And_Table Narrow Standard table

# alpha Hydmdyn{a&ﬁf}a volume Log{Molwtin]} Calc‘?g:ii‘;‘n‘;?lght % Residual | Manual | Ignor
1] 6.0406000 4360000 6,833468 3252559 ~18.135 No No
2 | 5.000000 2838561 6.4530%8 3295808 ~13.868 No No
3] 0.000000 1550000 6.180332 1663688 ~-7.16% No No
41 G.000000 1530110 6184723 1625501 ~5.868 No No
5 { G.000000 1500008 6.17608581 1687533 ~11.113 Ne No
5| 0.060000 1250000 6.086910 1061473 15,583 No o
71 0.000000 517000 5.713451 3981865 29.846 N No
g | 4.000000 417429 5.020582 302653 37.923 No No
4] 0.000000 346500 3.5357403 241246 43.629 No Heo
181 0.000000 5000 4.875061 47875 56. 657 Ho No
11} 6.000060 45400 4.893727 55615 ~11,175 No Yo
121 0.0000040 43820 4,681052 56522 ~18,835 Ne ot
131 2.000000 26500 4.423246 30744 ~13.804 No Mo
14} 0.000000 23343 4,368150 ABZTC -17.429 No No
154 0.0000060 18300 4,285857 25230 -23. 504 No No

GPC Cal Plot_And_Table Novrow Standard fable

¥ | Ignore (] | Standard Type
1] No Broad
Z i Ho Broad
3§ He Broad
4 ] o Broad
5 | Mo Broad
& | No Broad
7 | No Broad
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2,10
. 1 Channel: SATIN
Proc Chan: SATIN Processaed: 12/02/97 04:20:45 oM

Channel Desor: xi

: Miliennium Sample Informatdion
Proiect Name: GRC

Sample Name: dext 2% ¥

Vialy & Sample Type: Broad Standard
Tadection: 1 Valume: an0.490
Channel: TIN run Time: £0.0 min

o

) b
Date Acyulred: 02703797 03:53:01 M Date Processed: 12702787 04:20:48 FM
Seals Tachor: 1,040 Lilutlion: 1.00000
Agg Meth Jeb: GFC MS
Processing Method:  reginal

mv

20.00 40.00
Minutes

Peuk Results

; J:, . | et Time | M M : M Mz+i
EA Baws fmin) iDaltons: fhaltons: : iDattons! {baltons}
i 30,657 19EER CressT 36845 1 50361

Mz /b Cpolydisper




ST T Aﬁpgiémwmmmmmmm””mm._ ey e SRR
Report Method: GPC Result Feport Yersion:  2.30
%Fﬂr Sanple: dext 29 ¥ Vial: & Injection: 1 Channel: SATIN
;3Pmt: Chan: SATIR Processad: 12/02/97 04:20:48 PM
é»ba%ﬁe* Descr: ri
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G0 h o L . 60,00
= i ' r &
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ANEXO 3, Relatérios utilizados na determinagfio de pesos moleculares da amostra de
D, mollis por LALLS.

56



Do A

L1 A S S 40
o g = e,

R e e M B | : : .

b

e ey e

T




CEE-RRL G

T RIeIaun

;mﬁ mﬁww@.wa;ﬁmﬁmﬁw

L BMETY . BEH-OPETR

O gIeIUT

et

CRTUTAUN

CER-SGT

BILIGUN

Teeerey

 BIYIOUN

_EB-fbe Y

- BIYIOLH

1 te-e9s b

L GIIaUN

 HIYIAUN

L RTRIAUN.

_TeﬁmuWemmm¢M®w1%_

. “ LA} ﬁi'*_."'-m-' E B NE

1 EB-99E'Y

6595 ¥

it

gl D

{

£3700 DRI




Got Selection

i 1 ! | S _ ropsmth e

100
Oetector angle (8]

H
H




£-B0° L

£




€Y %

e

Aotk
e

;&xm

8 8 10 11 12 13 14 15 16 17
Oetectors

18




