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RESUMO

Pectinatos de aluminio sélidos ( PAIl ) com varios grau de metilagdo (GM),
obtidos através de demetilagdo enzimatica com pectinesterase de origem vegeta! ,
foram submetidos a um processo de troca iénica, em solug&o aquosa a 298 K, com os

ions metalicos M =Fe(ill), Mn(ll), Cu(ll), Zn(ll) e Ca, que pode ser representada pela
equacao .

P-Al(OH),(s) + M(OH)"(aq) = PM(OH)(s) + AI(OH)."(aq)

onde P representa o sitio ativo das pectinas e seu entorno molecular e
M(OH)" as espécies hidrolisadas Fe(OH), ", Cu(OH)", Mn(OH)*, Zn(OH)" e Ca(OH)" .

Determinou-se as constantes de equilibrio estequiométricos para todos os
ions, € comparando-as com aguelas obtidas em um trabalho anterior, da troca idnica
dos pectinatos de aluminio com diferentes graus de metilagdo obtidos por hidrélise
alcalina com os mesmos ions ja mencionados anteriormente, pode-se estabelecer uma
ordem de preferéncia em ambos 0s casos:

Da Hidrélise alcalina ( 95,99 ):  Fe(lll) > Al » Cu(ll) > Zn > Mn(li) ~ Ca
Da Hidrolise enzimatica : Fe(lil) > Al > Cu(ll) > Mn(ll) > Zn =~ Ca

Observou-se um efeito cooperativo no processo de troca idnica em todos os
casos, exceto para os ions de Zn e Ca na hidrélise enzimatica que apresentam
inversdo de comportamento ( efeito competitivo ).

Através dos valores das constantes de equiiibrio tentou-se justificar as
diferencas de comportamentos ( forca de ligacdo, inversdo de comportamento,
inversdo na ordem de preferéncia, etc. ) entre os fons considerados e a macromolecula
nos dois processos de hidrélise.

Baseados nos espectros de fluorescéncia de eurdpio, espectros
infravermelhos e difratograma de raios-x, pode-se dizer que todas as amostras
apresentam estruturas cristaiograficas semelhantes.



Abstract

Solid aluminum pectinates with different degrees of methylation, obtained
through enzymic demethylation with pectin esterase of vegetal origin were submitted to
an ionic exchange process in agueous solution at 298 K with the metal ions M = Fe(ll}),
Mn(ll}, Cu(ll}, Zn and Ca, that can be represented by the equation:

P-Al{OH).(s) + M(OH)(aq) = PM(OH)(s) + Al(OH)."(aq)

Where P is the ative site of the pectins together with their molecular
environment and M(OH);" are the hydrolised ionic species.

The stoichiometric equilibrium constants were determined for alt ions, and were
compared with those obtained in a prior work from the ionic exchange process of
aluminum pectinates with different degrees of methylation, obtained through alkaline
demethylation, with the same ions previously mentioned. Thus, it can be established a
preferential order in each case:

Alkaline hydrolise ( 95,99 ) : Fe(lll) > Al > Cu(ll) > Zn > Mn(ll) ~ Ca
Enzymic hydrolise . Fe(Hl) > Al > Cu(ll) > Mn(ll) > Zn = Ca

A cooperative effect was observed in the ionic exchange process in all cases,
except for the ions of Zn and Ca in the enzymic hydrolises, which show inversion
behaviour ( competitive effect ).

Analyzing the difference between the behaviour of the ions under consideration
and the macromolecule { strength bond, inversion behaviour, inversion of order of
preference, etc. ) in enzymic and alkaline hydrolises, an attempt was made to justify
these difference based on the differing equilibrium constants values.

Based on the europium fluorescence spectra, infrared spectra, and x-ray
diffractograms, it can be concluded that all the samples show similarity in the
chrystallographic strutures.



1. INTRODUGAO
1.1 As pectinas, principais propriedades e algumas aplicagdes

As pectinas sdo uma familia de polissacarideos cujo esqueleto polimérico
compreeende principalmente residuos de acidos D-galacturdnicos com ligagbes
glicossidicas a. ( 1— 4 ), com insergbes covalentes periddicas de ramnose no esqueleto
e residuos de cadeias laterais de outros agucares neutros como arabinose, galactose,
glucose, xilose, etc. ( 1 - 5 ). Sdo um dos principais constituintes das paredes ceiulares
das plantas e s&o produzidos durante o estado inicial de crescimento dessas paredes
(1,2).
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Fig.1 Um segmento repetitivo da molécula de pectina. Fig. 2 Estrutura tentativa de pectina de

beterraba ( l acido galacturdnico, A ramnose
¢ grabinose, ¢ galactose (5).

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio{ RMN ), os
modelos de computacdo e o0s estudos de difracdo de raios-X, sugerem que as
moléculas de pectinas em solugdo adotam uma configurag&o helicoidal com trés
unidades de monossacarideos para um passo de 1,33 nm. A estrutura e estabilizada
através de fatores estéricos e ligagdes de hidrogénic intramoleculares ( 1,25 ). No
estado sélido as moléculas formam camadas paralelas com hélices adjacentes e
simetrias opostas como pode-se observar na fig. 3.



b2

O o P O (J
O—q 9 q
» () -

& ” & b ),
S, IS Py S .(/“'\ 4
by A 50) 5 50)

Y5
D O Oy

Fig 3. Acido poligalacturénico ( GM = 100 ) apresentando cadeias paralelas empacotadas em um reticulo
hexagonal. Os atomos de hidrogénio dos grupos metilas sdo indicados por circulos pretos ( 5).

Os grupos carboxilas na cadeia polimérica podem estar livres ou parcialmente
metilados ( 6 ). No primeiro caso séo denominados dcidos pécticos ou acidos poli D-
galacturbnicos e no segundo acidos pectinicos ( pectinas ) . Este ultimo pode ter
diferentes graus de metilagdo ( GM ), definido como a relacéo entre a quantidade de
grupos carboxilas metil-esterificados e a quantidade total de grupos carboxilas na
cadeia, expresso geralmente em porcentagem, ou seja:

GM = [( numeros de carboxilas totais - numeros de carboxilas livres ) /
numeros de carboxiias totais ] x 100.

O GM é um parametro de caracteriza¢do muito importante nas pectinas, e pode
ser determinado por diversos métodos: titulagbes potenciométricas com um ailcali,
cromatografia, espectros infravermelhos, cromatografia de permeacéo de gel, seguido
de medicbes de condutividade e refractometria em séries ( 7 ).

A demetilag&o das pectinas pode ser catalisada por acidos, alcalis ou enzimas
pectinesterase de origem microbiana ou vegetal. Nos primeiros trés casos a
demetilacdo & aleatdria, e no Uultimo, a distribuicdo dos grupos carboxilas livres e
metilados & em bloco, pois as enzimas hidrolizam os grupos metil-esterificados
adjacentes aos grupos carboxilas livres e sdo limitadas pela presenca de unidades
ramnose ( vide fig. 4 }( 8- 10 ). Neste ultimo caso, a densidade de cargas elétricas



sera maior em certas regides da macromolécula. O valor deste parametro pode variar
dentro de uma faixa ampla de acordo com o grau de metilagdo ( GM ), da
macromolécula.
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Fig. 4 Representacao de demetilacdo por enzima pectinesterase (4 ).

A insercdo de ramnose ao longo da cadeia de pectinas, acontece em
aproximadamente cada 25 residuos de &cidos poligalacturdnicos ( 8 ). A presenca de
certos ions em solugdo induz estas macromoléculas a formar zonas de ligagéo
( associacao de cadeias internas através de dimeros ). Com cations divalentes ( ions
Ca® , por exemplo ) através de um efeito cooperativo formam um arranjo estrutural
chamado “caixa de ovos” entre duas cadeias. Mediante o arranjo existe uma série de
cavidades contendo duas cargas negativas em cada uma delas, onde os ions
multivalentes podem se adaptar, fazendo o papel de aglutinante. A forca e seletividade
dessas ligagOes cooperativas s&o determinadas pelo “conforto” com o qual os ions
(“ovos” ) de determinado tamanho podem ser acomodados na “caixa” ( 11 - 13 ).
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Fig. 5 Representacio esquematica da ligagdo de ions célcio nas seqiiéncias poligalacturénicas( 4 ).
a) dimero inicial. b) agregado “caixa de ovos™. ¢) cavidade de uma “caixa de ovos".

De acordo com calculos estatisticos e dados experimentais, para a formacao
de zonas de ligacdo nas macromoléculas, € preciso um minimo de sete grupos
carboxilas livres consecutivos ao longo da face participante da cadeia ( quatorze
residuos para os dimeros ) ( 8 ). O comprimento da associacio de cadeias internas é
restringida devido a residuos de cadeias laterais dos agucares neutros ja mencionados
anteriormente, e pela insercdo de ramnose no esqueleto polimérico que formam
dobras ( “kink” ).



Por outro lado, residucs esterificados na cadeia presentes em certa quantidade
podem ser acomodados dentro da estrutura dimérica, com a condicdo de que ©
correspondente residuo da outra cadeia ndo esteja esterificado, em cujo caso a
associagao provaveimente ficara suspensa.

Fig.6 Representacao esquematica de uma rede de gel. Fig.7 Estruturas de zonas de ligagdo em
As dreas unidas com linhas representam zonas de pectinas. Os atomos de hidrogénio dos grupos
ligagao (5 ). metilas sdo representados por circulos pretos

e as ligagdes H-H indicadas por linhas de ponto

As pectinas tem sido utilizadas em Medicina, profilatica e terapéuticamente
com pessoas que se intoxicaram com chumbo. A sua eliminagéo do corpo humano
procede predominantemente via tracto intestinal. Os ions de Pb®, firmemente ligados
as pectinas através dos grupos carboxilas livres dos acidos poli D-galacturénicos, sdo
transportados através do tracto digestivo e eliminados em grande parte nos
excrementos. Quando o envenenamento acontece por via respiratéria ( aerosois de
chumbo e vapores de mercurio ), uma aplicacdo de pectina via oral produz secregdo
dos metais toxicos através da urina. O pectato de sodio tem o mesmo efeito na
intoxicacdo com os fons S e Ba® ( 14 -16 ). A utilizacdo de pectinas para
diminuig&o do indice de colesterolem seres humanos tem sido também relatada ( 17 ).



Uma propriedade importante das pectinas € a sua capacidade de troca idnica |
pois na absor¢do dos ions ( nutrientes ) pelas plantas, esta é parte importante do
processo devido aos grupos carboxilas livres dos &cidos poligalacturdnicos na
macromolécula { 18 - 20 ). A troca mdtua de fons Ca™ e K', ligados a estes acidos é
importante para a fisiologia e patologia das plantas. Quanto menor o grau de metilacao
( GM ) na cadeia, maior sera o conteudo de cations divaientes nas plantas aumentando
a firmeza de suas paredes celulares. Em magas foi observado que a perda da
resisténcia contra alguns fungos patégenos era acompanhado de uma diminuicdo de
concentragdo de cations polivalentes ligados as pectinas, ou complexos pectinas-
proteinas. Por outro lado, a presenca de pectatos de cdlcio nas folhas de tabaco evita

a infecg&io por parte dos virus de mosaico inibindo a atividade hidrolitica das enzimas
pectoliticas ( 21 ).

A sua capacidade de formar géis com os ions é extensivamente aproveitado
como agente “espessante” de produtos alimenticios. Em pectinas de baixo contetido de
grupos metoxilas, a formagéo de géis depende de fatores intrinsecos e extrinsecos que
incluem conteddo de 4cidos urénicos, massa molar, grau de metilagéo, distribuicio dos
grupos carboxilas ( livres e metilados ), acetitagdo, composi¢do de agucares neutros,
amidag&o, pH, contetido de aglcares neutros, conteddo de ions Ca® , forca ibnica e
temperatura. Pectinas com alto conteldo de metoxilas, geralmente ndo formam géis
sem um alto conteddo de agucar ( sacarose ), e / ou acidez apropriada. Entretanto,
as pectinas com baixo teor de metoxilas podem formar géis na presenca de ions Ca®*,
sem a presenca de agucar. Estas pectinas podem ser utilizadas em produtos
alimenticios, como producéo de géis com baixo contetido de aglcar, como emulséo
estabilizadora para iogurte congelado, como agentes espessantes em cremes com
baixo teor energético, temperos, etc. As pectinas obtidas de girassois possuem as
propriedades funcionais adequadas mencionadas acima, e podem ser utilizadas nestas
aplicagGes, especialmente quando é necessario um pH proximo do neutro ( 22, 23 ).

O amolecimento da maioria das frutas maduras ( mangas, péssegos, macas ), e
causada pela perda de coesdo no gel das pectinas. No caso da berinjela e a banana
observou-se que no periodo de desenvolvimento ( amadurecimento ), aumentavam as
pectinas de baixo e alto grau de metilagéo soluveis em agua, entretanto a fracio de
protopectinas, insolUveis neste meio, diminuia. Nas magas, isto acontece pela
substituicdo de pectinas de baixo grau de metilacao, por outras de maior valor deste
parametro, e em peras e mangas devido & despolimerizacdo das pectinas por parte
da poligalacturonasa, auxiliada por pectinesterase, de tal maneira que os segmentos
que sobram s&o muito curtos para uma ligagéo efetiva com os ions Ca>* (24 - 26 ).



A atividade de pectinesterase ( PE ) pode influenciar muito sobre a carga total,
devido aos acidos poligalacturdnicos, nas paredes celulares das plantas. Observou-se
gue a reducdo da atividade destas enzimas em tomates causa uma perda quase
completa da integridade dos tecidos durante o envelhecimento destas frutas, mas
apresentam pouco efeito durante o amadurecimento. A perda da atividade vem
acompanhada de modificagées na acumulagdo e distribuicdo de cétions como Ca’”,
Mg®, Na', K’ ( os quatro principais cations em tecidos de plantas ), soluveis e ligados
no pericarpo da fruta. Os primeiros trés ions mencionados quando ligados, diminuiram
em uma faixa de 30 - 70%, e na forma sollveis aumentaram entre 10 -60%. Os ions K*
ligados estavam muito baixos, se comparados com as fragbes soluveis. A reducéo da
habilidade, no pericarpo, para ligar cations divalentes quando as frutas vao
amadurecendo, deve-se provavelmente a solubilizagdo de pectinas das paredes
celulares. Embora a base bioguimica do amadurecimento e envelhecimento, associado
ao amolecimento, n&o tem uma explicacao clara, a dissolugao da lameia, separacéo de
paredes celutares devido & despolimerizagéo de pectinas por poligalacturonase ( PG )
e perdas de ions Ca**, foram sugeridos que contribuem ao amolecimento das frutas. A
redugio da atividade de PE e PG exibem efeitos opostos sobre a “firmeza” durante o
envelhecimento de tomates. Um aumento de integridade foi observado para frutas que
tem PG com baixa atividade, e perda quase completa para frutas com PE também de
baixa atividade ( 27,28 ).

A turbidez dos sucos citricos é devido a uma fina suspens&o de particulas
denominados “nuvens”’, cujo tamanho varia entre aproximadamente 0,4 - 50 um. As
propriedades sensoriais destes sucos ( sabor, cor, textura e aroma ), sdo atribuidas a
estas nuvens, constituidos por materiais poliméricos de alta massa molar ( pectinas,
proteinas, celulose e hemicelulose ). Considera-se que as nuvens devido as pectinas
nestes sucos € de aproximadamente 4,5% do total, grande parte dela (perto dos 60%),
existem como pectinas previamente sollveis que estdo associadas com proteinas
insollvels através de interagdes idnicas, ligagdes hidrofdbicas dos grupos metilas com
regides hidrofébicas das proteinas; 25 -30% formam agregados via ions polivalentes
(Ca*"), e aproximadamente 15% como protopectina (29 ). A qualidade destes
sucos portanto, incluem a formag¢é&o de nuvens, estabilidade e viscosidade que em
certa forma sdo influenciadas pela presenca das pectinas. Portanto, uma eventual
demetilagao e despolimerizagdo destas macromoléculas podem causar variagdes nos
parametros mencionados. A clarificacdo e estabilidade sdo prevenidas por
aquecimento { as enzimas sdo desativadas ). Os sucos recentemente preparados
contem pectinesterase e poligalacturonase, e se nao for feita a prevencéo, a primeira
demetitaria as macromoléculas, seguido de uma quebra hidrolitica das ligacoes
glicossidicas o - D( 1— 4 ) poligalacturonas na cadeia causada pela segunda. Foi
comprovado que o grau de polimerizagdo de pectinas em varias amostras de sucos



armazenadas por 1 semana a 5°C, diminue indicando degradagdoc enzimatica e
portanto clarificacdo dos sucos ( 30 - 32 ).

As ligagbes das peroxidases ( enzimas glicosidicas que se encontram em
tecidos de plantas e cujas fungdes principais sdo as ligagbes cruzadas de varios
polimeros e formacdo de ligninas nas paredes celulares ), as pectinas in vivo
dependem da presenca de ions Ca”*, e do grau de metilagéo destas macromoléculas. E
conhecido que as cadeias de pectinas na presen¢a destes ions formam dimeros ou
zonas de ligagao, observando-se que sem estas estruturas a ligagdo desta enzima com
a macromolécula ndo acontece. Por outro lado, pectinas altamente metiladas,
aproximadamente 93% de grau de metilagdo, ainda em presenca de ions Ca®, nao se
associam com a enzima devido a nao formagéo das zonas de ligagao ( 33 ).

Muitos vegetais preaquecidos a temperaturas moderadas ( 60 - 70°C ), por um
periodo de tempo determinado { 20 - 30 min.), e logo postos em agua fervendo durante
15 - 30 minutos, apresentam maior firmeza que aqueles mantidos na uUitima condigéo
diretamente, ou seja sem preaquecimento. A maior firmeza deve-se provavelmente 3
acdo de pectinesterase sobre as paredes celulares, especialmente sobre as
substancias pécticas que sdo demetiladas com uma posterior formacdo de pontes de
fons Ca”™, com os grupos carboxilas livres adjacentes nas macromoléculas. Baseados
em extragdes com diversos solventes frios e quentes de pectinas de vegetais ( raizes
de rabanetes frescas, feijbes jovens e maduras ), insoluveis em alcool, foi proposto um
modelo de ligagdes ou interagdes entre as cadeias longas de moléculas de pectinas e
outros constituintes das paredes celulares, para explicar 0 mecanismo de firmeza no
preaquecimento de textura de vegetais. Os tipos de interagdes propostas sao:

Pectinas tipe P, unidas por ligagbes covalentes a outros constituintes das
paredes celulares como celulose, hemicelulose, proteinas, etc. Extraiveis sé com acido
quente diluido ou solugdes aicalinas.

Pectinas tipo S, unidas por ligagbes fracas ou forgas de Van der Waals a

outras molécuias de pectinas ou outros constituintes das paredes celulares. Extraiveis
com agua fria.

, Pectinas tipo A, ligadas por pontes de ions metalicos divalentes como Ca* ou
Ba™, com outras moléculas de pectinas. Extraiveis com solugdes frias ou quentes.



Pectinas tipo B, unidas por ligagdes fracas a quente (*) como as ligacOes de
hidrogénio com moléculas de pectinas ou outros constituintes das paredes celulares.
Extraiveis em agua quente.

Pectinas tipo C, unidas por ligagées fracas a quente e pontes de ions metalicos
divalentes a outras moiéculas de pectinas. Extraiveis por tratamento simultaneo a
guente e por agentes quelantes.

Quando uma das amostras que contém pectinas é preaquecida, as pectinas
soluveis em agua fria diminuem, aumentando aquelas sollveis em hexametafosfato e
agua guente. Portanto, parece razoavel atribuir o efeito de firmeza de preaquecimento
as seguintes mudangas quimicas: as pectinas tipo B e S sdo convertidas a pectinas
tipo C ou A, pela acdo de pectinesterase e a formagao de pontes de Ca®*, que resulta
numa maior firmeza dos tecidos como ja foi mencionado acima (34). Na figura 8
é apresentado 6 modelo hipotético de interagdes entre cadeias longas de moléculas de
pectinas em tecidos vegetais. As abreviagdes na legenda da figura significam:

CWP — pectinas sollveis em agua fria.

HWP -» “ " quente.
CHP —» * ! “ hexametafosfato frio.
HAP —» = “ “ acido quente.

A

C>O*;:r<>4~:>-o<;room*+ o Boo?oo-o?o-o Soogooo-?oo
. M* M# : i
000000

Fig.8 Modelo hipotético das ligagGes e interagdes entre moléculas de pectinas de cadeias compridas em

tecidos vegetais. 0-0-0 polimero pectina; === outros materiais nas paredes celulares; <<<<< forgas
de Van der Waals—CWP; - M"™ ponte de ion metalico—CHP; — - - - ligagdes fracas em
quente—HWP, === ligagio covalente—HAP ( 34 ).

(*) Aqui denominou-se ‘ligacdes fracas a quente”, as ligagdes que se rompem a
temperatura proxima do ponto de ebuligdo da agua ( 34 ).



Andlises de pectinas industriais de bagagc de magés e pele de limoes,
empiricamente conhecido por suas diferentes solubilidades e comportamento como gel,
especialmente na presenga de ions caicio, apresentam resultados diferentes em muitos
parametros considerados. As pectinas de magas contém menos acido galacturénico
( 60,8% de material seco ), que dos limbes ( aproximadamente 77% ),
fundamentaimente devido a diferenca nos conteudos de agucares neutros, muito maior
nas pectinas de maga, especialmente glucose, xilose, arabinose € ramnose ( 35 ). Na
tabela 1 s&o apresentados a composigdc de agucares neutros encontrados nestas
amostras.

Tabela 1. Composicéo ( % em massa de material seco ) de alguns acgucares neutros
nas amostras de pectinas industriais ndo padronizadas ( 35 ).

Acucares neutros Pectinas de limdes Pectinas de macas
Glucose 1,0 23,0
Xilose 0,2 2.1
Arabinose 3.1 12,8
Ramnose 1,6 29

Estas diferencas na composicido de agucares neutros nas pectinas, explicam
algumas diferengas na conformagéo molecuiar e propriedades fisicas. Por exemplo, a
ramnose interrompe a regularidade do esqueleto galacturénco que é muito importante
na formacg@o de zonas de ligag&o, os outros agucares constituem cadeias laterais que
podem limitar a associacdo de cadeias internas. Todas as pectinas apresentam alto
grau de metilagdo, sendo para as macgas 74,3% e aproximadamente 72% para os
limdes. A composicdo de aminoacidos / proteinas nas amostra de pectinas industriais
das duas frutas apresentam também composigbes diferentes. Na tabela 2 so
apresentados a composicdo de alguns aminodcidos / proteinas mais importantes
encontrados nestas amostras.
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Tabela 2. composicéo ( % de mol ) de alguns aminocacidos/proteinas nas amostras de
pectinas industriais ndo padronizadas ( 35 ).

Aminoacidos/proteinas Pectinas de limdes Pectinas de macgéas
Aspargina 10,5 16,9
Treosina 6,7 7,2

Serina 53 6,4
Glutamina 12,7 15,2
Glicina 9,5 9,9
Alanina 7.3 8,9
Leucina 7.0 6,1
Tirosina 3,4 1,9
Lisina 6,6 4.1
Hidroxiprolina 47 44
Prolina 6,7 4.8
Valina 57 45

O alto conteudo de hidroxiproiina, prolina, serina, valina, tirosina e lisina
presentes nestas amostras sugerem que estes amino-acidos podem ser fragmentos de
uma das varias estruturas proteicas que ocorrem nas paredes celulares. Os contetdos

de minerais também diferem nestas amostras. Na tabela 3 s&o apresentados os valores
de alguns deles.

Tabela 3. Composicdo ( % em massa de material seco ) de alguns minerais nas
amostras de pectinas industriais n&o padronizadas ( 35 ).

Minerais Pectinas de limbes Pectinas de macas
Potassio 0,20 0,62
Magnesioc 0,05 0,06
Fosfatos 0,04 0,15
Sadio 0,15 0,04

Calcio 0,36 0,31
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As poliaminas se encontram nas paredes celulares das plantas e tem
participacdo em processos de crescimento de muitas plantas. Formam ligagbes idnicas
com varios materiais celulares como fosfolipidos, acidos nucleicos, pectinas, e com
moléculas pequenas como &cidos fertlicos e cumaricos. Putrescina, espermidina e
espermina foram localizadas em gréos de feijdo e cenouras, nas paredes celulares em
crescimento in vitro. Em grande parte as cargas negativas dos &cidos
poligalacturénicos s&o responsaveis pelo potencial eletrostatico dentro das paredes, e
a ligacdo de poliaminas a&s macromoléculas diminue este potencial. Como este é
importante na regulagdo do crescimento das paredes e é gerado pela atividade
catalitica da enzima pectinesterase, com a presenca das poliaminas essa atividade é
entdo regulada. Por outro lado, a atividade de pectinesterase no processo de
demetilagdo das pectinas neste ambiente & altamente dependente da presenca de
cations pois neste meio de baixa forga idnica, as enzimas ficam retidas nos sitios dos
acidos poligalacturdonicos. Os cations interatuam com os grupos carregados
negativamente liberando as enzimas, que desta maneira voltam a ser ativas permitindo
sua ligacdo de novo as partes metiladas das macromoléculas. £ conhecido que as
pectinesterases de origem vegetal demetilam os grupos carboxilas adjacentes aos
grupos carboxilas livres, portanto, concentragdes muito altas de cations poderiam inibir
as atividades destas enzimas, interatuando com todos o0s grupos livres. A
moderadas concentragdes, as poliaminas de moléculas grandes tem um importante
efeito ativante na eficiéncia catalitica das pectinesterases, pois elas também interatuam
com os sitios dos acidos poligalacturénicos ( como os cations ), diminuindo desta
maneira 0 seu efeito inibidor. A idéia da possivel fungdo das poliaminas no modelo de
crescimento das paredes celulares das plantas € que o mecanismo de crescimento
destas paredes estd ( pelo menos parcialmente ) controlado pelo potencial
eletrostatico, causado pelas cargas negativas dos residuos poligalacturénicos, Um
potencial eletrostatico razoavel e forga idnica ndo muito alta, regula eficientemente a
distribuicdo dos ions entre as paredes celulares e a mistura de reagdo externa
( “fase bulk” ). Nestas condi¢bes, os cations serdo atraidos e portanto estardo mais
concentrados dentro das paredes celulares que no meio intercelular , sendo as
densidades de cargas reguladas pelas enzimas pectinesterases e glicosidases. As
atividades destas enzimas dependem do pH do meic e das variagdes de forga idnica.
Se este Ultimo parametro é variado, mudangas na distribuigao idnica entre as duas
fases terdo efeitos contrarios sobre as enzimas mencionadas. Se o pH estiver proximo
de 7, a pectinesterase estara altamente ativada, a glicosidase nio. Nestas condi¢des,
a pectina sera demetilada e o potencial eletrostatico aumentara de tal maneira que os
prétons e outros cations ficardo presos nas paredes celulares, diminuindo o pH neste
meio e a atividade enzimatica. Entretanto, a atividade da glicosidase aumentara
induzindo & extensdo das paredes, que resultara numa diminui¢do da densidade de



cargas negativas aumentando o pH e comegando o ciclo novamente. Este ciclo in vivo
€ um processo dinamico, portanto as pectinas metiladas séc incorporadas
continuamente dentro das paredes de tal maneira que nenhuma declinagac ou
oscilagdo do potencial eletrostatico s&o observados ( o sistema atinge um estado
guase-estacionario ). As poliaminas sao produzidas pelas celuias que interatuardo com
as unidades acidicas liberando as moléculas de enzimas que serdo ativadas de novo.

O sistema & qualitativamente similar aquele mencionado para os ions metalicos e
protons ( 36 ).

e ———————
| REPULSION OF ANIONS |
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Fig.9 A fungdo das poliaminas no controle iGnico das actividades enzimaticas relacionadas ao
crescimento das paredes celulares das plantas. Os sinais + e - estdo relacionados a efeitos ativadores e
inibidores respectivamente. PME = pectinesterase ( 36).

Um mecanismo proposto para a hidrolise de pectina por pectinesterase,
envolve um ataque nucleofilico de um grupo basico da enzima sobre o grupo ester da
macromolécula, formando um grupo intermediario EPX, seguido do desprendimento do
metanol e posteriormente outro ataque nucleofilico de uma molécula de agua sobre o
intermedidrio acido-enzima EP, , resultando na regenerag¢do de enzima livre e no
aparecimento de acidos carboxilicos P; , P4 como apresentado na figura 10 ( 37,38 ).
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Fig. 10 Mecanismo tentativo de hidrolises de pectina na presenca de pectinesterase

E representa a enzima e -N um grupo nuclecfilico da mesma. PX é o ester. EP, , EP; e EP; s&0
intermediarics. Os dois produtos sdo apresentados como XOH { metanol ) e P; P, { acidos carboxilicos )

Ki, Kz, Ks e K, sdo constantes de afinidades ( unidades em M ' ou sem dimensac ), onde k, e k; sdo
constantes de velocidades ( unidades em s )( 37,38)

O processo de metilagdo de pectinas in vitro geralmente é levado a cabo com
metanol em presenca de um acido mineral como catalisador, a baixas temperaturas
( aproximadamente 3°C )( 39 ). O mecanismo de reagdo proposto ( esterificacao de
Fisher ), envolve varias etapas : na primeira, o acido carboxilico da macromolécula €
protonado, seguido de um ataque nucieofilico por parte do alcool sobre o acido,
formando um intermediario Acido-alcool carregado. Na segunda, através de

ressonancias dentro da molécula, ha perda de molécula de &gua e préton, como
mostrado na figura 11.
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Fig 11. Esterificagdo de Fisher na metilagdo da pectina. P = sitio ativo da pectina e seu entorno
moleuiar.

Devido a interagdo &cido-alcool ser altamente exotérmica, para evitar
despolimerizag&o ou quebra das moléculas de pectinas, o processo € levado a cabo a
baixas temperaturas. Nao € recomendave! utilizar o acido nitrico como catalisador
devido & possibilidade de se formar um éster nitrico( estas substancias sdo sempre

perigosas ). O metano! é o mais simples e mais reativo da familia dos alcools, duas
razées que justificam a sua escolha ( 40 ).
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1.2 A teoria sobre polieletrélitos

Nos polieletrélitos encontram-se combinadas as propriedades dos polimeros e
dos eletrdlitos. Muitos deles estdo envolvidos em fendmenos bioldgicos como as
proteinas, &cido desoxiribonucleico, acidos pectinicos, etc. Entre os polieletrélitos
sintéticos mais investigados pode-se citar os sais de acidos poliacrilicos, polifosfatos,
poliestirenosulfonatos, sulfato de alcool polivinilico. Devido & proximidade das cargas,
aparece um potencial eletrostatico que atrae os ions de sina!l contrario ( contraions ),
na vizinhanga da cadeia. Portanto, uma fragao de contraions fica ligado as cargas da
cadeia e 0s restantes ficam em uma atmosfera idnica que rodeia a cadeia. Demostrou-
se que o coeficiente de atividade meio idnico ( Y. ), pardmetros de transporte ( difuséo,
condutividade ) e coeficientes de difusdo de pequenos ions, geralmente sdo
independentes da massa molar dos polieletrdlitos, mas dependem da densidade de
carga linear da cadeia e da distribuicdo dos contraions que rodeiam o poliion ( 41 ).

O complexo comportamento de sistemas de polieletrolitos & devido
principaimente a interacbes coulémbicas de longa distancia e ao efeito de contraions
que asseguram a eletroneutratidade ( 42 ).

Tem sido de continuo interesse estudos computacionais de efeitos idnicos
sobre biomoléculas carregadas, devido as interagdes solvente e meio ambiente idGnico
para a estabilizagao estrutural, como também interagdes intermolieculares e equilibrios
de ligagGes com substrato. Por exemplo, a um pH alto em meio agquoso, a cadeia poli
(L - lisina ) tem uma conformagéo o - helicoidal, e a pH baixo adota uma conformacéo
em novelo aleatdério, mas em metanol e outros aicools é completamente helicoidal
inclusive a pH neutro, onde este polimero esta altamente carregado. A estabilidade
desta macromolécula neste Ultimo solvente deve-se provavelmente as interacdes
solvente/contraions. Infelizmente os estudos computacionais sdo aparentemente
proibitivos do ponto de vista econdmico, tendendo a um desenvolvimento de modelos
mais simples das macromoléculas ( 43 ).

Propriedades termodindmicas e de transporte de contraions em solugdes de
polieletrolitos geralmente s&o baixas quando comparadas as mesmas propriedades em
solugbes de eletrdlitos simples. Isto deve-se fundamentalmente as interacdes
eletrostaticas entre o poliion e os contraions. As interacdes podem aparecer de efeitos
localizados de cada sitio carregado sobre a cadeia dos poliions( 44 ).

Existem varios modelos para os tratamentos teoricos dos polieletrélitos como o
de Manning, o de Lifson e Katchalsky, o de Qosawa, etc. Sendo o primeiro mais
utilizado e conhecido, vamos apresentar os principais conceitos deste modelo.
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1.2.1 O modelo de Manning ou teoria de condensagao de contraions

Neste modelo os polieletrélitos sdo considerados como cilindros infinitamente

longos com cargas elétricas distribuidas uniformemente ao longo da superficie. Os
pontos basicos do modelo s&o:

i) Adota-se como “estado de referéncia”, a diluico infinita dos polieletrolitos e a
lei iimite de Debye-Huickel, ou seja, considera-se que todos 0s poliions-poliions,
contraions-contraions, contraions-poliions, estdo infinitamente separados.

i) E introduzida a nocédo de “condensagdo de contraions” para denotar que
alguns jons tem maior interagdo com as cargas dos grupos funcionais fixos que outros,
gue s&o denominados “ndo condensados”.

i) As interagbes entre os poliions sdo consideradas despreziveis.
iv) O valor da constante dielétrica € considerada como a do solvente puro.

v) Cada carga elementar do poliion fornece um potencial coutémbico, que se
adiciona ao potencial eletrostatico y( r ) cuja expressdo matematica é:

wir)=(2/eb)K,Kr (eq. 1)
sendo r = uma determinada distancia do poliion
b = distéancia entre as cargas fixas
ko = fragao modificada de Bessel
K = blindagem de Debye
e = constante dielétrica do solvente.

vi} A densidade de carga linear ¢ ( numero de grupos carregados por unidade
de comprimenic ) € expressa matematicamente como:

e=e’/ekTb (eq. 2)
onde:
e = carga elétrica elementar

k = constante de Boltzmann
T = temperatura



17

b = distancia media entre as cargas
b=L/P

L = comprimento total do poliion

P = numero total de grupos carregados

Esta expressdo, bem como a do item v , foram desenvolvidas por Manning
utilizando o antigo sistema CGS elefrostatico, assim as utilizaremos.

Os valores de ¢ estdo na faixa 1 > ¢ > 1. No caso particular emquee =1 ela é
chamada de & critico. Se for maior que 1 implica que ¢ sistema é instavel, e muitos
contraions “condensardo” sobre as cargas no cilindro para reduzir o valor de ¢ a igual
ou menor que 1. Por outro tado, se a densidade de carga &€ menor que 1 n&o havera
condensacéo de ions e todos eles estardo sujeitos a densidade de carga total do
poliion. Todos os desvios das solugdes de polieletrolitos do comportamento Debye-
Hlcke!, s&o atribuidos a condensacdo dos contraions ( em solucdo de eletrdlitos
simples, estes desvios sao devidos a interagdes ion-solvente, fon-ion, etc) ( 45 - 51 ).

Para uma molécula rigida, finear ( como a pectina ), o valor de b pode ser
calculado pela relacao:

b=be/[1-(GM/100)] (eq.3)

Onde b, = distancia entre os grupos carboxilas vizinhos e GM = grau de
metilacdo. No caso do pectato de calcio GM = 0 e o valor de b = b, = 4,35 A,
determinado por andlise de raio-X do acido pectico, pectato de sddio e de geéis
orientados de pectato de calcio ( 52 ). Utilizando as egs. 2 e 3 e este valor de b,
calculou-se os valores da densidade de cargas £ nos dois tipos de pectinatos de
aluminio com diferentes GM, para tentar justificar as diferencas de tempo de equilbrio
para cada ion nos dois processos de troca idnica, considerando a fragado que atinge o
equilibric F(t) no modelo de difusd@o de filmes, e que:

e = 4,83 x10™"° uec ( unidade eletrostética de cargas ).

e=785
K =1,3805 x10" erg.K"
T=298K

b, ( do pectato de calcio ) =435 A

Os valores de & estdo apresentados na tabela 9 no cap.4 Resultados e
Discussao.
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14.2.2 Outras propriedades

Existem vérias outras propriedades importantes que caracterizam os
polieletrolitos como:

a} Capacidade i6nica

E uma das propriedades mais caracteristicas dos polieletrolitos, sendo definido
como o numero de grupos carregados numa quantidade especificada de material
( 53,54 ). Geralmente sao determinados por meétodos eletroguimicos simples como:
potenciometria e conductivimetria. A titulagdo potenciométrica pode ser levada a cabo
com solugbes padrdes de bases fortes, quando os polieletrdlitos s&o acidos, e solugdes
de acidos fortes no caso contrario. Com a curva de titulagdo obtem-se o numero de
grupos fixos no polieletrélito, como também pode-se estudar o comportamento do pK

aparente relacionado com o pH e o grau de ionizacdo « através da expressao
(65-57):

PKep = pH +log[1-ala | (eq4)

onde a € a relacédo entre os numeros totais de grupos titulados e os nimeros totais de

grupos titulaveis( 47,51 ). O pK,, estéd relacionado com o pK termodinamico através
da expressao:

pkep = PK + ApK (€g.5)

0 segundc membro da eq.5 compreende dois termas; 0 cambio de energia livre padrao

intrinseco  AG® e a variagéo de energia livre eletrostatica adicional AG.. Portanto a
equacgdo total se reduz a:

pH = pK-log[(1-a Ya ] +log(e)] AG®+AGy/RT] (eq6)
sendo e a base dos logaritmos neperiancs.

O dltimo termo da equagéo corresponde ac frabalho elétrico adicional para
remover o fon H' da superficie da macromolécula até ao bajo da solugdo. Portanto,
através de dados de titulagbes potenciométricas pode-se obter a energia livre
eletrostatica de uma macromolécula, o que é importante no estudo de mudanga
conformacional. A curva de titulagdo do acido poliglutamico 0,0342N com NaCH em
presenca de NaCl 0,02M, é apresentada na fig. 12.
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Fig.12 Curva de titulagao potenciométrica de acido poli L-glutamico 0,0342 N com NaOH ( 57 ).

Antes do inicio da titulacdo a macromolécula tem uma conformagdo helicoidal,
representada pelo ponto O no grafico. Iniciada a titulagdo os dados seguem a trajetdria
OH ( uma certa quantidade de energia iivre eletrostatica € acumulada sobre a molécula
helicoidal ). A seguir, parte dessa energia acumulada é consumida no momento da
transicdo o helice a novelo aleatdrio, denotada pela caida na zona HC, até que a
conformacéo seja totalmente um novelo carregado, evitando a reformacdo da hélice. A
area sobre OHC fornece o cambio de energia livre, AG / N na transicdo hélice-novelo
do acido poli L - glutamico carregado. N = nlmeros de mondémeros na molécula.

b) O coeficiente osmético ¢,

Este parAmetro mede o desvio do comportamento ideal do solvente de uma
solugéo de polieletrélitos. Podem ser caiculados considerando o valor da densidade de

carga ¢ atraves das relagdes:

¢ =2¢" quando &> 1
¢ =1-1/2¢" quando s <1, para a concentracéo do polieietrélito tendendo a

zero, C,— 0. No laboratério este pardmetro geraimente é medido por osmometria de

pressao de vapor. No grafico da fig. 13 apresenta-se a variagao de ¢, em fungao da
concentracdo do acido poliestirensulfénico e seus sais em solugdo aguosa.
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Fig. 13 Dependéncia de concentracdo do coeficiente osmético molal, ¢, do acido poliestirensulfénico e
alguns de seus sais metalicos em solugdo aguosa ( 58 ).

Para o caso dos ions monovalentes Na*, K', Li*, observou-se o0 mesmo comportamento
que os jons H*, e os jons divalentes Ni** e Co” apresentam comportamento similar aos
sais de Zn** Para os ions bivalentes observa-se a baixas concentragdes que 0s
coeficientes osmoticos praticamente permanecem constantes, aumentando logo
rapidamente com o aumento da concentracéo. A variag@o do parametro € interpretada
em termos de interacdes ions divalentes-polianions e ions divalentes-solventes. A
baixas concentracbes prevalece a primeira interagao citada acima, entretanto a
concentracdes altas ha dominio da segunda interagdo devido a gue cada ion em

solucdo liga-se a um certo numero de moléculas de agua do interior da solugao para
formar espécies hidratadas ( 58 ).

c) Existem outros pardmetros importantes que servem para caracterizar 0s
polieletrélitos, como a condutividade elétrica, o coeficiente de difusdo, o coeficiente de

atividade idnica, etc., porém nos limitaremos aos expostos, que serdo utilizados neste
trabalho.



1.3 A troca idnica e a constante de equilibio termodinamica

O processo de troca idnica em materiais como argila, polieletrélitos naturais e
sinteticos, tem sido estudados desde ha muito tempo ( 59 - 65 ). As resinas sdo
consideradas como uma solugéo sélida com dois componentes, quando em equilibrio
com uma fase liquida. Devido aos grupos fixos carregados na matriz do polimero e
seus contraions moveis, aparece uma diferenca de potencial elétrico entre as duas
fases. As interagbes do gel com os ions simples séo consideradas predominantemente
de natureza puramente idnica ( 66,67 ).

As varidveis que podem influenciar o equilibric de um sistema de troca iénica
podem ser classificados em trés grupos:

) Aquelas que dependem do trocador como grupo funcional, grau de ligacdes
cruzadas, tamanho das particulas, distribuicio das cargas, etc.

i) Aquelas que dependem da fase liquida da solugéo como tipo de solvente, os
ions envolvidos ( trocaveis e n3o trocaveis ), concentracao idnica total, etc.

i) Aquelas que dependem das condigdes de trabalho como pressio e
temperatura.

Para sistematizar e reduzir no trabalho experimental a influéncia das variaveis
- mencionadas acima, algumas delas geralmente sdo mantidas constantes como tipo de
trocador, solvente, coions, press&o e temperatura ( 67 ).

A troca idnica é o resultado de um balango entre processos de hidratacéo e
desidratagdo na estrutura de polieletrdlitos, da hidratacdo idnica de cargas sobre o
poliion e contraions e da hidratacéc de grupos hidrofilicos, que pertencem as cadeias
|laterais ou &s cadeias principais ( 68 ).

A reacao de troca idnica entre os pectinatos de aluminio sélidos e um ion
M™ = Fe(ill), Cu(ll), Mn(ll), Ca e Zn a 298 K, pode ser representada como:

P-Al(OH)x(s) + M(OH)’(aq) = PM(CH)(s) + Al{OH);"(aq) (eq. 7)
onde P representa o sitio ativo das pectinas e o seu entorno molecular e M{OH)" séo

as espécies hidrolizadas Fe(OH),", Cu(OH)*, Mn(OH)", Ca(OH)*, Zn(OH)* em meio
aquoso.
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A constante de equilibrio termodindmica padrao K’, associada a este sistema
pode ser representada pela equagdo:( 69 - 72 )

K' = aA(z‘” . Xs . ds { ag . XA(z-i). ga = Ka Js f Ja ( eq. B )
onde A = AI(OH),", B = M(OH)(z-i)*, a = atividade das espécies i na fase aquosa.
X = fragho equivalente ou molar das espécies i hidrolisadas na fase sélida.

g = coeficiente de atividade das espécies i hidrolisadas na fase solida.

Ka= Ca.(va ). Xa / Cs. (7). Xa (eq.9)

Ci = concentragao molar das espécies na fase liquida.

v« = cCoeficiente de atividades médios ibnicos das espécies i hidrolisadas na fase
liquida.

Os valores de K , e portanto de K* , ndo s&o possiveis de serem calculados,
devido a dificuldade de se obter a relagio entre os coeficientes de atividades médios
ibnicos das espécies hidrolisadas [ (v: aomznos ¥ / ( v: mornos )], Consequentemente,
foram utilizados os coeficientes de atividades médios idnicos estequiométricos dos
nitratos metalicos e as concentragdes estequiométricas dos ions metélicos em solugdo:
Cu = IM(OH)*™ e Cu = T AI(OH),", para se determinar a constante de equilibrio
estequiomeétrica, definida como:

Ke = Ca- (vam )2- Xu.Ow / Cum. ((vam )2- Xas Qs (eq. 10)
Ke = K. gm /ga (eq. 11)

Devido as solugdes utilizadas serem suficientemente diluidas, a relacao
estequiometrica dos coeficientes de atividades médios idnicos dos nitratos metalicos
foram caiculados da seguinte maneira:

a) Nos casos dos ions Fe®, AI*, Mn® | utilizou-se a express@o para os
coeficientes de atividades de eletrolitos simples, da teoria de Debye e Huckel
estendida, para 298 K(73 )

[n-yi:_252A|”2/(1+Bal1l2) (eq12)

sendo ;. z = carga do ion
A = constante de Debye e Hickel = 1,174 ( kg.mol™

)11'2
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a = diametro efetivo dos ions hidratados, sendo para Fe e Al a = 94, parao Mn 64, e
para os NO; 3A (74).

| = forga ibnica = % ¥ z°m (eq. 13)
B = constante empirica = 3,284 x 10° ( kg.mol™ )"2m"

b) Com os dados do item a, calculou-se o coeficiente de atividade médio idnico
dos nitratos metalicos através da relacdo:

(v£)" = () () (eq.14)
c) Quando a relagdo estequiométrica na troca idnica for 1: 1;
(YraoHznos )2 = [vaormz: ][ ynos-] (eq.15)

Esta equacéo foi utilizada na equacéo 10, na determinacdo da constante de
equilibrio estequiométrico.

d ) Para os ions Zn®* , Cu® e Ca®" , utilizou-se os valores dos coeficientes de
atividades médios idnicos obtidos da literatura, a 298 K ( 75-77 ).

Iny: M(NO3), = [-A 1"/ (1+BI"*)]+Cm+Dm? + Em* +. . (eq. 16)
sendo A, = 2,3525 mol"? . kg'*

Para os jons Zn**: B=1,74; C=0,32; D=0,09; E =-0,01

Para os ions Cu®* : B=161, C=0,22; D=0,08, E=-0,01

Para os jons Ca*" a fungao foi apresentada na forma grafica.

m = molalidade.

Estes parametros também foram calculados considerando-se a teoria de
interagGes especificas de Bronsted ( 7879 ), ndo encontrando-se diferencas
significativas entre os resultados dos dois métodos, optando-se portanto pelo primeiro.

Aplicando-se a equagéo de Gibbs-Duhem ao sistema, para todas as espécies
nafase solida em equilibrio & presséo e temperatura constantes, temos:;
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Radia + Nyduy  + nsdu. = 0 (eq.17)

sendo s = solvente. Esta expressdo implica que os potenciais quimicos das
espécies consideradas n&o podem mudar independentemente( 80,81 ). Para a
integrag&@o definida da equagdo ( eq. 17 ) é feita uma escolha de estado padrao de tal
forma que:

- A atividade da agua seja a mesma em cada fase e igual a unidade para o
solvente puro.

- O sdlido seja monoidnico e em equilibrio com uma solucdo infinitamente
diluida do mesmo ion, de tal forma que:
ga — 1,quando Xy —+ 1 e a;-»1
v — 1,quando Xv — 1ea—o 1

Tendo-se em conta estas consideragdes, segue-se entio que: (69-72)

1
InKe = (24 -24) + -[0 InK dXy, + A {eg.18)

Zy e Z, séo as cargas das espécies hidrolisadas no equilibrio.
as{ Al) as(M)

ns{Alydina, + I ns(AM)dina.] (eq. 19)
a

as(M)
A=ZyZy(- '[ ng(Mydina; - jas(AI)

onde:

as = 1 & a atividade do solvente puro, as(Al) e a.(M) sdo as atividades da agua
em uma solug¢io contendo somente o sal de Al ou o sal de M em uma determinada
concentracao, de tal forma que: Xa =1 ou Xy = 1; no(Al, ns(M) e ny(AIM) = contetudo
de agua nos solidos pectinatos de aluminio ( PAl ), pectinatos metalicos ( PM ) e
pectinatos de aluminio-metalicos ( PAIM ), respectivamente.

O valor de A deve ser considerado em duas situacdes:

a) se a soma de ng(Al) + ns(M) = ny(AIM) entdo de acordo a equacio
(eq.18)A =0

b) Se os conteldos de agua em a sao diferentes, como o processo é levado a cabo
em soiugdes suficientemente diluidas, as atividades da agua de solucdes de
eletrolitos puros de mesma concentracdo sdo aproximadamente iguais e gquase
independentes das fracbes molares dos cations individuais em solucéo, portanto A
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pode ser expressa pela equacgéao:
A =2y . Zul -ns (Al) + ng(M) ] Ina (eq. 20)

tendendo a zero para solugdes idealmente diluidas (a; — 1).
Logo:

I

InKe = [ InKdX (eq.21)

InK: = InK para Xy = 0,5 quando InK é uma fungéo linear de Xy.

A equacéo 10 foi utilizada para determinar os valores de K. .na troca idnica
entre os pectinatos de aluminio e os ions considerados, que s&o apresentados nas
tabelas 13 e 14 na segéo 4.2.4 do cap. 4 Resultados e Discussao.

A expressao:

k=Ca.Xm/Cn. Xa (eq22)

e denominada coeficiente de seletividade da troca iénica e, pelos mesmos argumentos
apresentados acima temos que:

ink. =j$ Ink dXu  (eq. 23).

Logo, InK. = Ink, quando Ink é uma funcéo linear de X,. Os valores de K. séo
apresentados nas tabelas 18 a 37 no apéndice .

Os valores de gu e ga podem ser calculados através das expressdes:

ingw=-(1-Xu)nK + [ InKdXu (eq.24)

(M)

Inga = XwlnK - j:(w InK dXw  (eq. 25)



1.3.1 Interagdes que podem influenciar no equilibrio de troca idnica

"Existem varias interactes que podem influenciar o equilibrio de troca idnica.
Entre estas podemos citar ( 82 ):

a) Heterogeneidade dos sitios de troca.

As propriedades dos grupos funcionais num trocador podem nao ser uniformes
devido a efeito quimico { a macromolécula tem mais de um grupo funcional trocador ),

meio ambiente que o rodeia, mistura das espécies quimicas ligadas a estes dgrupos,
etc.

b) Interagbes em solucdo.

As interagdes ion-solvente ( hidratagdo ibnica no casoc em que © sclvente seja
agua ), é considerada em todas as teorias de troca idnica, embora difiram no ponto de
vista analitico. A teoria de Gregor { 82 ) por exemplo, considera o volume especifico
dos ions hidratados; Eisenman e Ling { 82 ) consideram a perda ou ganho de energias
de hidratagdo quando as espécies idnicas hidratadas sao “transportadas” da solugéo
externa @ macromolecula, e da macromolécula & solugdo externa com perdas e
ganhos de moléculas de agua de hidratagdo, respectivamente.

c) Forga de ligacdo entre as espécies ibnicas e os grupos funcionais da
macromolécula.

As espécies idnicas sio considerados cargas pontuais dentro de uma
particula esferica ndo polarizavel. A interagdo entre os ions & fundamentaimente de
natureza couldmbica . A forca de ligagdo € inversamente proporcional a distancia
entre as cargas consideradas.

d) Ligacdo em multissitios.

Estas ligacdes dos contraions, e outras espécies dentro da macromolécula,
podem ser inter ou intramoleculares. No primeiro caso poderia acontecer uma
repulsdo entre grupos ou atomos com as mesmas cargas. No segundo, ligacOes de
hidrogénio, os contraions ligados em mais de um sitio, etc.
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e) proximidade entre sitios.

Este fator pode afetar as forgas de ligagdes entre as espécies ibnicas consideradas de
duas maneiras. Em um primeiro caso, a proximidade pode aumentar a forga de
ligagao, aumentando a constante de equilibrio. Na outra situacdo, os sitios podem
estar t3o préximos, que a ocupacdo de um deles dificulta a ccupagao do vizinho, por
impedimento estérico ou por repulsio.

f) Adsorgao de agua pela fase sdlida.

A magnitude da constante de equilibrio diminue com o grau de
entumescimento. Se o trocador esta altamente entumescido, o numero meédio de
moléculas de agua por grupos fixos serd grande, e em consequéncia, o volume
configuracional onde os contraions podem residir também grande, fazendo com que
as interagdes destes com os grupos fixos diminuam, influenciando na seletividade e
portanto na constante de equilibrio.

g) Efeito cooperativo.

Este efeito ocorre em macromoléculas com varios sitios disponiveis para
interagir com os ligantes. A ligagcéo da primeira espécie com o sitio de troca favorece a
ligagdo da espécie seguinte, € assim por diante na seqgléncia, de tal forma que cada
constante de associacao subseqilente € maior que a constante anterior( aumento de
iInK em funcao de Xy ). Exemplos de efeitos cooperativos acontecem na ligacac do
oxigénio com a hemoglobina, a dos protons com as proteinas, e a dos ions magnesio
pelo DNA | ( 83 ). Nesta tese foram observados efeitos cooperativos no caso dos ions
Fe(lil), Mn(ll), e Cu(ll) conforme mostrado na figura 14 dinK em funcéo de X[Mn{Il)].

InK = InKe = -1.2453 /
para X [Mr{Ih] = 0.50 /
-t Ke=288E-1 /

/!
/

. /
Vi

T L

T
H1 02 03 0C4 05 06
‘ XMy

Fig.14 Dependéncia de InK de X[Mn{I)] na troca idnica com o pectinato de aluminio, com GM = 37,56
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No caso dos ions Zn e Ca observou-se um efeito competitivo ( diminuicao de
Ink em funcdo de Xu , contréric ao efeito cooperativo ), como pode-se observar na
figura 15. Efeitos competitivos acontecem também na formagdoc de complexos

envolvendo ions metalicos e ligantes anidnicos, ou mesmo neutros { por exemplo Fe*
eCl).

Troca idnica entre PAI ( GM = 37.5), & 0s lons de Zn

55 InKe = -11.12 Ke = 0,01E-3
para X[Zn ] = 0,50

5.0~

65 -

InK

704 N\

75 T T T T T T T 1
0.16 0.18 0.20 0.22 0.24 0.28 0.28

X[ Zn]
Fig 15. Dependéncia do InK de X[ Zn ], na troca idnica com o pectinato de aluminio, com GM = 37.5

Os ions Fe(ll) e Fe(lll) ligados aos &acidos poligalacturdnicos, apresentam
comportamentos diferentes nas plantas. Os primeiros, uma vez absorvidos pelas
plantas sdo tamponados, mantendo a sua mobilidade que é fundamental para o
deslocamento dentro das celulas da raiz. Entretanto, os ions Fe(lll), que formam
complexos de esfera interna com os acidos mencionados, s&o retidos devido a forte
ligagdo causando imobilizacéo e provavel acumulacio. Apesar da perda de mobilidade,
estes compostos permanecem dispersos formando arranjos polinucleares nas
superficies externas, sendo provavel que por esta razdo as plantas precisam reduzir os
ions Fe** a Fe** | tendo este (ltimo maior mobilidade devido a formagao de complexos
de esfera externa que tem forga de ligacdo menor ( 84,85 ).
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1.4 A toxidez do aluminio nas plantas

Como ja se mencionou anteriormente, as pectinas s&o demetiladas
constantemente nas plantas pelas enzimas pectinesterase, como parte do ciclo de
crescimento das mesmas através de um processo dinamico, quase estacionario,
fazendo com que elas possam ter diferentes graus de metilagdo ( GM ). Além do mais
ha absor¢do dos nutrientes as pectinas desempenham importante papel.

Os solos acidos constituem um problema sério para as plantas, devido a que
geralmente apresentam deficiéncia de calcio, magnésio, potassio, fosfato, e zinco. A
elevada acidez provoca também um aumento da concentracido de aluminio trocavel,
toxico para as plantas, constituindo-se no fator determinante da baixa fertilidade destes
solos, como acontece nos cerrados. Aproximadamente 25% do territoric brasileiro

estd constituido de cerrado, atingindo uma area de 205 milhdes de hectares
(86-89).

Foi sugerido que & melhor correlacionar a toxidez do Al, com a soma AIE’*,
A(OH)*, AI(OH),". Foram apresentadas evidencias que Al(OH)” e AI&OH)f, sdo as
principais espécies toxicas nas plantas dicotiledéneas, sendo que o Al™' é a principal
espécie téxica em monocotiledéneas( 90 ).

O principal sintoma da toxidez deste elemento nas plantas é a rapida inibicéo
do crescimento, fundamentalmente na extremidade da raiz. Devido & presenca das
espécies mencionadas acima, foi observado reducdo de crescimentc de raizes de
aboboreiras jovens cultivadas em solucdo, inibindo o elongamento das células
associadas com o metabolismo dos polissacarideos das paredes celulares. A inibicdo
aparece 1 hora depois do tratamento destas raizes com sais de aluminio, sendo

significativo depois de 3 horas, e mais aparente ainda depois de 6 horas, como pode-
se observar na fig.16 (91 ).

5. -
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Fig. 16 Efeito do Al sobre crescimento de raizes de abdboreiras em um tempo de tratamento de 6 horas.
Crescimento sem Al (-0 ), crescimento com 1mM AICI; {  )( 91).
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1.4.1 O mecanismo de toxidez do Al
Os mecanismos de toxidez de Al nas plantas incluem { 8G )
a) Transporte do ion através da membrana do plasma das células das raizes.

As espécies idnicas do Al ligados as proteinas, poderiam atravessar a
membrana do plasma, bloqueando canais de sistemas de transporte de ions
especificos dentro das celulas. Desta maneira é inibido fluxo de ions Ca, K e
provavelmente Mg, importantes para o crescimento da raiz. Aparentemente o blogueio
do primeirc ion, impede importantes transformagdes no citoplasma, necessarias a
divisao celular.

b) Interagbes com constituintes simplasmicos como a proteina calmodulina.
.. cm . A+ . .
) Uma das especies idnicas do Al ( provavelmente o Al ), substitue os ions
+ pyn . . » .
Ca” nos sitios de ligacdo da proteina calmodutina, e produz mudancas
conformacionais que inibem a sua habilidade para ativar as enzimas fosfodiesterase, a
qual deve ter alguma relacdo com a divisdo das células na raiz.

1.4.2 Tolerancia das plantas ao aluminio

Existem muitas plantas que apresentam mecanismo de telerancia ao aluminio,
como © caso do trigo, o milho, o arroz, abdbora, etc.

A tolerancia das plantas ao Al pode ser classificada em (92 ).
a) Mecanismo de exclusio do Al na extremidade da raiz.

Neste mecanismo evita-se que o metal atravesse a membrana do plasma,
entre no simpiasma e alcance sitios intracelulares sensiveis, podendo ccorrer:

a-1) imobilizacio de Al nas paredes celulares

Neste caso, especula-se que as propriedades quimicas das pectinas, nestas paredes,
principalmente o grau de metilacdo { GM ), tem uma funcao importante na toleréncia
do metal pelas plantas. Na auséncia de Al, as pectinas regulam © acesso de ions na
membrana do plasma, atuando como uma “peneira idnica”. Com a presenga do Al
este ocuparia os sitios de troca catidbnica da pectina, deslocando os cations
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essenciais, produzindo a precipitacdo da mesma e perda de sua fungao regulatoria.
Portanto, um grau de metilagao alto nas pectinas conduziria a uma menor capacidade
de troca catidnica { CTC ), menor quantidade de Al ligado nas substancias pécticas e
em consequéncia reduzida toxicidade( 90, 92 ).

a-2) Permeabilidade seletiva da membrana do plasma

Esta membrana pode atuar como uma barreira seletiva na captacao de Al, pois
as espécies carregadas deste metal poderiam atravessar a mesma. Portanto, as
caracteristicas de carga superficial, na membrana, tem a importante funcao de regular
o transporte de Al através da mesma. Desta maneira, a sua carga negativa poderia
variar entre as espécies tolerante e sensivel ac Al. Foi sugerido que uma superficie
fotemente negativa resultaria em uma ligagdo mais forte do Al, fazendo que a
membrana seja mais sensivel a estas espécies. Por outro lado, a captacao de Al
através de endocitosis na
membrana, poderia ser limitada por uma carga negativa superficial baixa.

a-3) Liberagdo de ligantes queladores

A exclusdo do Al do simplasma poderia ocorrer quando ligantes queladores
como os citratos, malatos, succinatos, oxalatos, sdo liberados na rizosfera, formando
complexos estaveis com as espécies do metal, que se tornam nédo toxicos as plantas.
Este tipo de resisténcia ao Al ocorre nos cultivares de trigo (93 ) e mitho (94 ).

a-4) Desprendimento de fosfatos

Foi notado em cultivos de algumas espécies, beterraba por exemplo, que na
presenca de Al o fosfato forma complexos insollveis, provavelmente Al{OH), . H,PO,
que precipitando no espago livre das raizes, minimizam os efeitos toxicos do metal na
superficie da membrana( 92 ).

b)Mecanismo de tolerancia interna

Neste caso, o metai entra no simplasma e a tolerancia € conseguida por:

b-1) Imobilizagao no citosol

A imobilizacdo é conseguida através da formagdo de complexos estaveis com

quelatos organicos come citratos, malatos, carboxilatos, com proteinas como
fitoquelatinas ou outros ligantes, no citosol (92 ).



b-2) Comparticdo no vacuolo

Uma hipdtese alternativa é que a quantidade de Al, neste meio, é reduzida por
precipitagdo com o fosfato, formando complexos insoluveis, como ja foi mencionado,
resultando em deficiéncia de fosfato, induzida por Al ( 92 ).

b-3) Desintoxicagio por evolugio de enzimas tolerantes ao Al

Se os mecanismos que prevéem a entrada de Al no simplasma, ou 0s
mecanismos de desintoxicagdo ndo saoc efetivos, a tolerancia de Al pelas plantas
poderia ser alcangada através de enzimas com elevada atividade, que se encontram no
citosol, como por exemplo a kinase NAD. Estas enzimas provavelmente ligadas ao Al,
fazem com que as celulas possam ter fung@o normal na presenca das espécies deste
metal ( 92 ).



2. OBJETIVO DO TRABALHO

Com dados bibliograficos e de trabalhos anteriores efetuados em nosso

laboratdrio, pode-se estabelecer uma ordem de preferéncia de ions nas pectinas
(95-97):

Fe(lll) » Al > Cu(ll) > Pb(ll) > Cd(Ily > Fe(ll) > Zn = Ni(l)y > Co(ll) > Sr= Ca = Mn(ll} > Mg

Foi comprovado que os ions Fe(lll) sdo reduzidos a ions Fe(ll) pelas
plantas, antes ou depois de serem absorvidos, e posteriormente desiocados
atraves delas, onde em parte sio eliminados por exudagac nos galhos, folhas,
etc. { 98 ). Em conseqliéncia, nas raizes das plantas nas areas dos cerrados
ficam fundamentaimente os ions aluminio competindo com os nutrientes ja
bastante deficientes nestes solos. O alto contelido de aluminio nos solos torna-se
entdo toxico as plantas, com as seguintes consequéncias: deficiéncia no
crescimento, casca muito espessa, caules lenhosos, folhas coriaceas e
nervuradas, etc.

O objetivo deste trabalho & tentar interpretar as interagdes entre os
pectinatos de aluminio com diferentes graus de metilacdo, obtidos por
demetilacdo enzimatica com pectinesterase de origem vegetal, e os ions de
Fe(lll), Cudih), Mn(I), Zn(l) e Ca em solucdo aquosa a 298 K, em processos de
troca idnica através da determinacgdo das constantes de equilibrio e, compara-las
com as interagdes dos pectinatos de aluminio com diferentes graus de metilacio
obtidos por demetilacdo alcalina e os ions mencionados acima. O processo de
troca idnica pode ser representado pela equagéo 7, como ja foi mencionado.

P-Al(OH)o(s) + M(OH)."(aq) = PM(OH)(s) + AI(OH):"(aq) (eq. 7)

Onde P representa o sitio ativo das pectinas e seu entorno molecular e
M(CH)" as espécies hidroiisadas Fe(QH),", Cu(OH)', Mn(OH)', Zn(OH) e
Ca(OH)".

Espera-se que estes resultados possam contribuir para uma melhor
compreensdo destas questbes relativas a intoxicacdo das plantas pelo aluminio.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Neste trabalho todas as solugdes foram preparadas utilizando-se agua
bidestilada, com uma condutancia especifica de 18,2 M(>1.cm-1 e pH = 5,86, Esta
consideracéo € importante devido a que as faixas de concentragbes dos ions
metélicos no equilibrio de troca idnica s&o baixas ( 10-3 a 10-4 M ), € uma eventual
presenca de  impurezas na agua utilizada conduziria a resultados de analise nao
confiaveis.

Durante todo o trabalho foram utilizados frascos de vidro borosilicato,
constatando-se que adsorvem através de suas paredes alguns ions como Al, Fe, etc.
(99). Para evitar este problema, todos os materiais de transferéncia ( pipetas, buretas,
etc.) foram sempre lavados duas ou trés vezes com a solucdo a ser transferida,
permitindo-se desta maneira a saturacdo das paredes dos frascos com os ions
mencionados. Os processos de troca idhica entre os pectinatos de aluminio e os ions
metalicos considerados, foram feitos em frascos de polietileno, porque néo
adsorvem em suas paredes 0s ions ja mencionados( 99 ).

No equilibrio de troca ibnica , alguns ions foram determinados por
espectrofotometria de absorgao atdémica [Cu(ll), Mn(Il)]. Todas as solugdes destes ions
foram sempre diluidas em meio HNO3 0,1M, pelas seguintes razdes:( 100 )

‘Evitar a adsorgdo dos ions pelas paredes dos recipientes de transferéncia.

-Evitar a hidrdlise dos ions na solucdo.

-Neste meio, as solucbes sdo estaveis por periodos mais longos de tempo
para casos de adiamento de leitura no espectrofotometro.

. - L . 3
Na determinagdo espectrofotométrica na fase aquosa cdos ions Fe™ . com

. , - . . ~ . 3
ortofenantrolina, e dos ions Ca” e Zn’" através da determinacado dos ions Al com
cromoazurol-s, procedeu-se da maneira seguinte:

A todas as solucées dos ions, adicionou-se 1,0 cm3 de HNO3 0,01M, o
corante e a solugdo tampdo acido acético/acetato de sodio 0,2M de pH = 5.
Desta maneira evita-se a adsor¢do dos ions a serem determinados nas paredes
dos recipientes, pela competicdo dos ions H' e Na' pelos sitios ativos dos silicatos.



3.1 Reagentes e aparelhos

Todos os sais dos ions metalicos utilizados foram nitratos de pureza
analitica { Merck ou Carlo Erba ), pectina citrica ( Sigma artigo P 9135 ),
pectinesterase vegetal, E.C. 3.1.1.11 ( Sigma artigo P 6763 ).

Os aparelhos utilizados neste trabalho foram:

-Um pH-metro DMPH-2 Digimed, para caracterizagdo das pectinas
purificadas, metiladas ou demetiladas, através de titutagdes potenciométricas com um
alcali.

-Um espectrofotdmetro Micronal B 380 para titulacdes espectrofotométricas
dos ions em solugéo.

-Um espectrofotdmetro Beckman DU 640 para a determinacéo dos ions ferro
e aluminioc em solucaoc aquosa.

-Um espectrofotémetro de absorgdo atdmica Perkin Elmer modelo 5000, para

a determinacdo da concentragcdo de alguns ions no equilibrio do processo de
troca idnica.

-Um fluorimetro Spex Fluoroleg il, para obtencao de espectros de excitagio
e emissdo do eurdpio imbuido nos pectinatos de aluminio obtidos por hidrélise
alcalina e enzimatica.

-Um espectrofotometro  FT-IR 16 PC  Perkin  Elmer acoplado a um
microscopio otico para obter espectros infravermelho dos pectinatos de aluminio
obtidos nos dois processos ja mencionados.

-Um difractometro de raios X, XD3A Shimadzu para obter difratogramas de
raios -X das amostras obtidas nos dois processos de hidrolise.

-Um analizador térmico Dupont Instruments modelo 951 para realizar as
determinacdes termogravimétricas { TGA) e de calorimetria exploratéria
diferencial (DSC ).

-Um agitador mecénico adaptado dentro de um banho termostatizado,
onde foram colocados as amostras para efetuar a troca idnica, em frascos de
poiietiieno  herméticamente fechados com aproximadamente 30 cm® de
capacidades cada um ( vide fig. 16).



3.2 Procedimentos
3.2.1 Purificagao da pectina

A pectina original foi purificada lavando-a varias vezes com etanol 60%
acidificado ( 5 cm? de HCI concentrado em 100 cm? de etanol 60% ), etanol 60% e
9% respectivamente ( 39 ), até a solugdo ficar incolor e a eliminacdo total dos
ions CI' comprovada pela nZo precipitacdo de AgCl, ao ser adicionada solucio de
AgNO3 0,7M a uma aliquota da parte sobrenadante. A amostra foi seca no vacuo a
aproximadamente 40°C, e apresentou um resultado de grau de metilagdo GM igual a
(48,1 + 0,3) %, determinado por titulagdes potenciométricas.

3.2.2 Metilagao da pectina

Uma certa massa de pectina ( aprox. 30g ) purificada e seca, foi colocada em
um frasco de 500 cm” com uma solugdo de metanol acidificada com H,;S0O, 1M
mantido em agitagio continua e a velocidade constante durante 4 semanas a uma
temperatura aproximada de 3°C ( 39 ). Para se atingir a temperatura mencionada, foi
colocado gelo ao redor do recipiente que contem a solugdo, dentro de uma caixa
de Isopor, tampado e mantido durante todo o tempo na ge!adelra Depois a amostra foi
lavada, como no item anterior, até a eliminacdo dos fons s0.” comprovada pela nao
precipitagdo de BaSQ, , quando foi adicionada uma solugdo de BaCl;
aproximadamente 0,1M, a uma aliquota da parte sobrenadante. Depois de seca, foi
caracterizada por titulagbes potenciométricas para a determinacdo dos grupos
carboxilas livres, totals e do grau de metilagao ( GM ). Para tal, 30 mg de pectina foi
dissolvida em 50 cm"” de agua por agitagdo continua, adicionado-se uma camada de
tolueno na solugdo para impedir a entrada de CO; do meio ambiente. Titulou-se a
solugdo com NaOH 0,01M acompanhando a titulagdo com um pH-metro. Apds atingir
0 ponto final da titulacdo adicionou-se um excesso de NaOH 0,01M agitando durante
uma hora para que todos os grupos carboxilas da macromolécula reagissem com o
hidroxido. A seguir o excesso de alcali foi titulado com HCI 0,01M. O volume de NaOH
utilizado na primerira determmagao de grupos COO foi de 0,81 em’, sendo o excesso
de alcali adicionado igual a 13 cm® (para a determinagao dos grupos carboxnas totais).
O volume de HCI utilizado na titulagio deste excesso foi de 1,96 cm”. Os resultados,
em triplicata e os valores médios de cada resultado, sio apresentados na tabela 4, no
cap. 4 Resultados e Discussao.



3.2.3 Demetilagao da pectina

A partir da amostra de pectina metilada ({ 92,9 % GM ), foram preparadas 4
amostras com diferentes graus de metilagdo GM, atravées do métode de
hidrélise enzimatica com pectinesterase( 39 ). Uma solugao de 0,8% desta pectina
altamente metilada, foi incubada a temperatura ambiente com a enzima
pectinesterase. Durante a incubacdo, a solucdo foi mantida a pH = 7 por adicado
continua de uma solugdo de NaOH 0,1M. Depois de obter o grau de metilagdo
desejado, a enzima foi desativada colocando a solugdo em um banho de agua quente
durante aproximadamente 15 minutos. A seguir a amostra foi resfriada e precipitada
com etanol 60% acidificado com HCI 0,33M, filtrada, lavada, seca e caracterizada
como descrito em 3.2.1. A guantidade de massa de pectina e enzima utilizada, o
tempo de incubacido para cada amostra, e os resultados da caracterizacdo sao
apresentados nas tabelas 5 e 6, no cap. 4 Resultados e Discusséo.

3.2.4 Preparagio das amostras de pectinatos de aluminio { PA!)

Com as amostras de pectinas, foram preparadas solugdes aquosas entre
(04 - 0,8 )%. Mantendo-se as solugdes em agitagdo continua em uma faixa de
pH 3,4 - 4,3 { adicdo de NaOH 0,1M ), adicionou-se lentamente uma solugao de AICI;
0,1M, precipitando pectinatos de aluminio em estado gelatinoso( 101 ). Durante este
processo, o pH da solugdo diminue, pois os ions H' da macromolécula sdo
subsituidos pela espécie AI(QH);'. Esta situacdo é contornada adicionando
pericdicamente uma solucac de NaCOH 0,1M, mantendo desta maneira o pH da
solucao dentro da faixa mencionada. A lavagem das amostras com agua bidestilada
foi feita varias vezes até eliminacfo total dos ions CI', por centrifugacao a velocidades
de 1000 r.p.m., durante periodos de cinco minutos aproximadamente. A seguir foram
secas a vacuo, com aquecimento em banho de agua até 40°C, trituradas e secas
novamente, foram caracterizadas determinando os ions aluminio nos pectinatos
sélidos, através do método de titulacao espectrofotométrica do excesso de EDTA, com
solugdo de zinco padrao e xilenol orange, ho comprimento de onda A = 440nm { 102 ).
Os resultados das determinagdes s@o apresentados na tabela 7, no cap. mencionado
no item anterior.

3.2.5 Determinacado dos grupos OH ligados com os aluminios nos pectinatos
Para conhecer a espécie de aluminio ligada aos grupos carboxilas livres nos

pectinatos é importante determinar a relagao Al : OH . A uma certa massa de amostra
(25 mg ), adicionou-se uma solucio de fluoreto de sodio ou potassio acidulada com
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um excesso de solugdo padronizada de HCI 0,01M, titulando-se o excesso
potenciometricamente com uma solugdo padronizada de NaOH 0,01M. Os
resultados das determinagdes sio apresentados na tabela 7.

A reacao pode ser representada como :( 101)
-COOAIOH).(s) +BF (aq) > AlF" (ag) + > {OH) (aq) + -COO (s)

3.2.6 Troca ionica entre os pectinatos de aluminio {PAl), com diferentes
graus de metilagcdo (GM), e os ions de zinco, ferro (lll), cobre (ll)
calcio e manganés(ll).

Amostras de pectinato de aluminio de 20 a 50 mg, foram colocados em frascos de
polietileno de aproximadamente 30 cm’ de capacidade, juntamente com as solugdes
de nitratos de um dos ions considerados, e mantidos herméticamente fechados. Estes
frascos foram presos na mesa de um agitador mecéanico através de ganchos de aco e
de eldstico, dentro de um banho de agua termostatizado a ( 298 + 1 )} K como

apresentado na fig 17, onde foram realizados o processo de troca idnica, até atingirem
0 equilibrio.
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fig 17. Agitador mecanico dentro do hanho termostatizado a 298 K.
Para cada amostra de pectinato de aluminio, com um determinado GM,

preparou-se de seis a oito solugdes de nitrato metalico com diferentes concentragdes
iniciais, perfazendo um total de 24 a 32 frascos na plataforma do agitador.
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As determinagdes dos ions nas duas fases, liquida e sélida, foram feitas em
duplicata perfazendo um total de aproximadamente 400 andlises. Nas tabelas 15 até

34, no apéndice I, sdo apresentados os valores das concentracbes dos ions no
equilibrio, apds o proceso de troca idnica.

~ . . - . . . 2+
A concentragio inicial dos ions em solugéo ( inclusive os ions Eu™" ), foram

determinadas pelo método de titulagdo espectrofotométrica do excesso de EDTA
com solugéo de zinco padrdo (102 ).

De tempos em tempos determinou-se as concentracdes dos ions ferro, cobre,
manganés e aluminio ( para os casos dos ions zinco, calcio e eurdpio ), na fase liquida
da solugdo, para se estabelecer o tempo em que cada processo atinge o equilibrio.

Apods o processo ter atingido o equilibrio, os ions Fe (1l ) foram reduzidos a
Fe ( Il '), com cloridratc de hidroxilamina, e determinados pelo método
espectrofotométrico com 1,10 fenantrolina, no comprimento de onda 7 = 510 nm(103 ).

Os jons de Cu (1) e Mn ( II'), foram determinados por espectrofotometria de
absorcdo atdmica no comprimento de onda A =3248 nme A = 2801 nm
respectivamente ( 100 ). Os ions de Zn, Ca e Eu{ llI), foram determinados
indiretamente através da determinacdo dos ions aluminio na solucéo, pelo método do
cromoazurol S ( CAS ), no comprimento de onda A = 546 nm. ( 104 - 106 ). A
concentracdo do ion aluminio na fase aguosa é igual & concentracdo dos ions
mencionados na fase sdlida pois a relacdo estequiométrica | Al Zn |, |Al: Cale | Al

Eu(lh le 1: 1, como apresentados na tabela 11 e 14 no cap. 4 de Resultados e
Discussao.

Para se determinar a concentragio dos ions [aluminio + metal] na fase solida,
separou-se as duas fases por filiragdo através de um funil de Blchner, lavando-se
varias vezes com agua para ter certeza que os ions da fase liquida foram totalmente
eliminados da fase sdlida. A seguir, dissolveu-se com um excesso de EDTA, sendo o
excesso titulado com solugao de zinco padrdo ( como ja mencionado anteriormente ).
Se o resultado da titulagdo for igual a quantidade de ions aluminio inicial, conhecida
através da pesagem do pectinato de aluminio, indicara uma estequiometria 1:1, como
efetivamente acontece neste trabalho para todos os ions considerados.

Conhecendo-se a quantidade inicial de ions aluminio na fase sdlida, a
concentragao inicial do metal considerado que ira trocar o aluminio no pectinato, a
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concentracdo do aluminio na fase aquosa uma vez atingido o equilibrio, e a
estequiometria da reagdo, pode-se calcular a concentracao dos metais em ambas as
fases e a constante de equilibrio do processo. Expressando em forma de equagdes
temos:

n(Al) = n(AD - [All.v
n(M) = (1/z-). [AlL.v
M = [M} - (17zi). [A]

Através destes pardmetros pode-se calcular também a fragdo molar X na fase
solida dos ions aluminio e © metal considerado.

X(AN
X (M)

(AN f [n(AD) + (z-i). n(M)]
-)n(M) / [(z-)n(M) + n(Al)

onde: n(Al) =quantidade de ions aluminio na fase sélida no equilibrio do processo
n, (Al) = quantidade inicial de ions aluminio na fase sdlida.

n(M}) = gquantidade de Jions metalicos na fase solida no equilibrio do
Processo.

[ 1 = concentragaoc. ,
v = volume da solugdo = 24,8 cm” em todos os casos.

3.2.7 Preparagéo e purificagao do corante cromoazuroi-S utilizado na
determinagio da concentragao do aluminio.

O cromoazurol-S tem sido ampiamente utilizado na determinag¢ao de aluminio em ligas
metalicas a materiais bioldgicos( 104 ), porém, discrepancias encontradas nos valores
de constante de estabilidade e absortividade molar tem sido atribuidas a impurezas
( sulfatos, materiais insolUveis, agua de cristalizacdo, etc),que em alguns casos
excedem 40%, das distintas fontes do reagente utilizado ( Merck, Chemapol, Fluka )
(105). Em vista disto purificou-se o corante a ser utilizado preparando uma solugao de
6% que posteriormente foi filtrado. A seguir, adicionou-se a solugao uma determinada
quantidade de HCI concentrado precipitando o corante, que foi novamente filtrado,
lavado com HCI 2M, e seco a vacuo ( 104 ). A titulagdo potenciometrica do composto
final mostrou um grau de pureza de 96,5%.



41

3.3 Estudo do contorno molecular dos sitios ativos dos pectinatos de aluminio

Para se ter alguma indicagéo do contorno molecular dos sitios ativos dos
pectinatos de aluminio utilizados, obtidos pelos processos de demetilacdo enzimatica
e alcalina, foi feito um estudo de fluorescéncia, de absorcdo no infravermelho, e de
difracdo de raios - X destas amostras. No caso da primeira técnica mencionada foram
feitas trocas idnicas dos pectinatos com os ions de Eu(lll)( solugdo de EuCls ), a fim de
aproveitar a propriedade de fluorescéncia deste elemento dentro da macromolécula,
determinar o tempo necessario para se atingir o equilibrio, e a estequiometria do
processo. Para a obtengao dos espectros, as amostras foram colocadas em capilares
de vidros borosilicatos em um espectrofiuorimetro Spex fluorog Il utilizando lampadas
de Xe de 450 W continua. Na determinacdo do tempo de relaxagdo das
macromoléculas foi utilizado o acessorio 193HD com lampadas de Xe de 150w
pulsada (~ 3 us ).

. 3.4 Analises Térmicas

Para se ter algumas informacbes sobre o comportamento térmico dos
pectinatos de aluminio, foram feitas determinagdes termogravimétricas { TGA ) e de
calorimetria exploratoria diferencial { DSC ), obtendo-se os respectivos termogramas.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise das amostras de pectinas

A pectina metilada foi analisada através de titulagdes potenciométricas peio
metodo de Gran ( 107 ), determinando-se a quantidade de grupos carboxilas livres,
totais e o grau de metilagéo. Na tabela 4 sio apresentados os resultados em triplicata
e os valores médios dessas determinacdes.

Tabela 4. Quantidades de grupos carboxilas livies (COO ), totais ( COOyy )
e grau de metilacao ( GM ), da amostra de pectina metilada.

mmol COO / g de pectina mmol COQ.a / g de pectina GM
0,27 + 0,01 3,95 + 0,01 93 + 4
0,26 + 0,02 3,96 + 0,02 93 + 7
0,31 + 0,03 3,91 + 0,03 92 + 9

meédia 0,28 + 0,02 3,94 + 0,02 83 = 7

As quatro amostras de pectinas demetiladas com pectinesterase foram
também caracterizadas, obtendo-se os resultados das tabelas 5 e 6.

Tabela 5. massa de pectinas e de enzimas utilizadas no processo de
demetilagdo, tempc de reacdo e grau de metilagdo, obtidas a
partir da pectina metilada ( GM =93 ).

Amostra  massa pectina/g massa enzima/mg tempo / horas GM
1 4,00 1,03 1,00 68 + 1
2 3,00 1,90 1,83 24,1+ 0,3
3 6,00 4,90 217 4390+0.2

4 12,80 6,43 3,00 375+02
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Tabela 6. Quantidade de grupos carboxilas livies ( COO ), totais (COO ), €

grau de metilagao, das amostras de pectinas obtidas por demetilacdo
com pectinesterase.

Amostra mmol COO /g pectina  mmol COQy / g pectina GM
1 1,26 + 0,01 3,89+ 0,06 68 + 1
2 1,75+ 0,01 3,81+ 0,01 541+03
3 2,31+ 0,01 4,12 + 0,01 439+0.2
4 2,47 + 0,01 3,95+ 0,01 37.5+0,2

Como ja foi mencionado, na demetilagdo enzimatica com pectinesterase de
origem vegetal, a distribuicio dos grupos carboxilas livies e metiladas na
macromolécula € em bloco, porque as enzimas hidrolizam os grupos metil ester
adjacentes aos grupos carboxilas livies { 9,108,39 ). Entretantoc na demetilacdo
alcalina, acida ou com pectinesterase de origem microbiana, essa distribuicdo &
aleatdria( 9, 39 ). Em consequéncia, no primeiro caso existem maiores densidades de
cargas elétricas em certas regides da macromolécula. O esquema de distribuicio de
cargas elétricas nos polielétrolitos tem influéncia significativa nas propriedades
fisicoquimicas como formagao de gel, ligacdo de cations, seletividade de troca idnica,
coeficientes de atividades dos ions, coeficientes de difusio, etc. A forgca de interagao
entre os ions ( contraions ), e os grupos carboxilas livies da macromolécula, sera
entdo maior no caso da demetilacdo por hidrélise enzimatica de origem vegetal,
como acontece com o pectinato de calcio e que foi verificado pela determinagao
dos coeficientes de atividades dos ions caicio hos casos mencionados{ 9 ). Além da
densidade de carga elétrica, outro fator importante €& o comprimento dos
segmentos carregados. A constante de estabilidade do pectinato de caicio,
demetilado com pectinesterase, com alta densidade de carga {GM =0), e do
pectate de calcio ( os grupos carboxilas ndo estao metil-esterificados ) foram medidos,
sendo esta maior na segunda amostra pois as enzimas produzem segmentos mais
curtos de grupos carboxilas livres dentro do pectinato, gque no caso do pectato( 9 ).
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Os pectinatos de aluminio, obtidos a partir das pectinas demetiladas
enzimaticamente, foram caracterizadas através da determinacéo de quantidades de
ions de aluminio trocaveis por grarma de amostra ( capacidade especifica de troca
idnica ), quantidades de OH', relacdo de Al : OH na macromolécula, e a quantidade
de OH corrigidas ( ver adiante ) apresentados na tabela 7 embaixo.

Tabela 7. Caracterizacdo dos pectinatos de aluminio ( PAl), obtidos de
pectinas com diferentes graus de metilagdo (GM ), e AICH 0,1M.

mmaol aluminio/ mmol OH / mmol OH Quant. OH
Amostras /g de PAl /gde PAl corr. /g PAl corr. / quant. Al GM
1 1,00 + 0,01 1,49+ 0,01 1,68+ 0,01 1,68 + 0,02 68 + 1
2 1,26+003 211+ 0,01 248+003 197+005 541+03
3 1,50+0,02 2404003 3,02+004 201+0,04 439+0,2
4 1,65 + 0,01 3,12+0,06 3,72:x0,06 225+0,04 37,5+0,2

Devido & substituicao do hidrogénio dos grupos carboxilas livres na
macromolécula pelos aluminio, elemento com massa atdbmica maior durante a
formagao dos pectinatos de aluminio, a amostra sofre um aumento de massa , em
consequéncia, & necessario corrigir a quantidade de grupos carboxilas livres ( COO ) /
g de pectinato de aluminio formado, com relagdo a um grama de pectina, para se
determinar a quantidade de ions hidrogénio que nac foram substituidos pelo ion
metalico e o numero de ions CH ligados aos ions mencionados.

As corregdes foram feitas da maneira seguinte:

a) Correcdo da massa e da quantidade de grupos carboxiias livres no
pectinato de aluminio com relagao a 1 grama de pectina:

massa de PAl corrigida = 1 g de pectina - massa de H que sai + massa de
Al que entra. No caso da amostra 1 tem-se: massa do PAl corrigida = 1 g de pectina
-1,26 x 10’39 H" +6,1x 10‘29 Al{OH)." = 1,06 g. Em 1,06 g de PAl tem-se 1,26 mmol
de grupos carboxilas livies e em 1,00 g de PAl tem-se entao 1,19 mmol de grupos
carboxilas livres.



b) A quantidade de ions H' livres / g PAl sera igual & diferenca entre a
quantidade de grupos carboxilas livres e a quantidade de espécies Al(OH)," ligados a
macromolécula. Na amostra 1: mmol H' { g PAl = 1,19 mmol COO - 1,00 mmol
AI(OH);" = 0,19

¢) A quantidade de ions OH' corrigido / g PAIl sera entdo: mmol OH = mmol de

OH’ obtido por titulagdo + mmol de H' . Na amostra 1: mmol de OH = 1,49 mmol OH
+ 0,19 mmol H" =1,68.

d) A quantidade de ions OH corrigido / quantidade de espécie idnica
Al(OH)," = 1,68 /1,00 = 1,68, também na amostra 1.

Considerando-se a quantidade de grupos carboxilas livres corrigida e a
guantidade da espécie de aluminio que substitue os ion H' na macromolécula durante
a formagao dos pectinatos de aluminio( ver tabelas 6 e 7 ), observa-se que a
substituicdo nao é total, sendo de 84,0% no caso da amostra 1, acontecendo o
mesmo com as outras amostras. Isto deve-se provavelmente a impedimentos
estéricos causados pela hetereogeneidade na distancia entre as cargas no
polieletrdlito. A relag@o Al : OH sem corregédo € de 1 : 1,89 na amostra 4 (o maior
resultado entre os quatro considerados), demostrando que a espécie principal ligada
aos grupos funcionais da macromolécula & AI{OH)," e confirmada pela faixa de
pH 3,6 - 4,8 de trabalho ( os ions de aluminio hidrolizam-se a partir de pH = 3,
aproximadamente)( 109 ). Pode-se notar também gue quanto maior € o numero de
sitios disponiveis na macromolécula, maior é a quantidade de espécies AI(OH)-" que
substituem os ions de H'. Isto & verificado pela quantidade cada vez maior dos ions
aluminio / g de macromolécuia ( aumento da capacidade especifica de troca idnica )
da amostra 1 a 4, ou seja com diminuicdo de GM.

Se consideramos a relacdo quantidade de ions aluminio / quantidade de
grupos carboxilas livres, na macromolécula, por grama de amostra, o resultado é 0,84
para a amostra 1 ( maior resuitado ), e 0,71 para a amostra 3 (menor resuttado), entre
todas as amostras consideradas. Estes resultados, que sd3o menores que um,
indicam que cada espécie Al(OH);” estd ligada a cada grupo carboxita livie (COO) na
macromolecula, sendo este o Unico grupo ativo, embora outras interagdes intra ou
extramoleculares possam acontecer com os grupos OH da cadeia piranoésica.

Se a substituicdo dos ions H' pelas espécies Al(OH),' fosse total, a relacéo na

macromoléecula entre os parametros mencionados seria unitaria em todos os casos
considerados.
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4.2 Troca idnica entre pectinatos de aluminio {PAl), com diferentes graus
de metilagdo (GM), e os ions de zinco, ferro (Ilf}, calcio, cobre{ll) e

manganés (ll).

O estudo da troca iénica envolve a determinacdo de uma série de parametros
como o tempo necessario para se atingir o equilibrio, estequiometria da reagdo no
equilibrio, etc., até chegar ao parametro fundamental do trabalho gue €& a
determinacéo da constante de equilibrio. A seguir so apresentados os valores destes

parametros mencionados para sua posterior discuss3o.

4.2.1 Determinagdo do tempo para se atingir o equilibrio.

Para se conhecer o tempo em que o
macromolécula e os ions considerados atingem o equilibrio, determinou-se as
concentragdes de cada ion na fase liquida em intervalos programados. Os tempos
encontrados estdo apresentados na tabela 8, onde estdo também os tempos
respectivos para os pectinatos da hidrdlise alcalina (99 ).

sistema de

troca idnica da

Os tempos foram determinados através dos graficos de concentrac3o do ion
na solugao em fungao do tempo, mostradas na fig. 17.
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Fig 17 Concentragcdo de ions em solugdo em funcdo do tempo, no processo de troca i6nica
dos pectinatos de aluminio com diferentes graus de metilagdo. O grafico A refere-se as amastras
demetiladas atraves de hidrélise alcalina ( 99 ). e B por hidrolise enzimatica.
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Tabela 8. Tempo para se alcangar o equilibrio na troca idnica entre pectinatos
de aluminio ( PAl ), obtidos nos dois processos de demetilagao e
os ions estudados.

tempo / horas

ions hidrélise alcalina (99) hidrélise enzimatica
Fe(li 5 2
cu(ly 12 2
Mn{Il) 50 1
Zn 20 3
Ca 70 3

Observando os resultados dos dois casos, pode-se constatar que a troca
idnica dos pectinatos do processo de demetilagdo enzimatica, atingem o equilibrio
muito mais rapidamente que os da demetilagdo alcalina. Para explicar esta diferenga,
que para alguns ions & bastante significativa ( calcio e manganés ), & preciso
considerar os parametros que influenciam na cinética de troca ibnica dos
polieletrélitos com esses ions.

A densidade de carga elétrica linear g, & fundamental no comportamento das
macromoléculas ( como ja foi mencionado ). Por outro lado, ela varia de forma
proporcionalmente inversa a distancia meédia b, entre as cargas dos grupos funcionais
dos polieletrdlitos, que por sua vez aumenta com o aumento do grau de metilagao.
Falando de outra maneira, quanto maior € o grau de metilagdo na macromoléecula,
maior & a distdncia média b entre as cargas dos grupos funcionais, e menor a
densidade de carga linear . Na tabela 9 sao apresentados os valores de b e g,
calculados nos dois processos de demetilagdo através da relagdo apresentada na
introducdo, com b, = 4,35 A ( distancia média entre os grupos fixos do pectato de
calcio ).
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Tabela 9. Valores da distancia média entre as cargas (b ), e densidades de
carga linear (€ ) dos pectinatos de aluminio, com diferentes graus
de metilacdo { GM ) obtidos pelos dois processos de demetilagao.

Demetilacao alcalina (99 ) Demetilacao enzimatica
Amostra GM b.10" f cm £ GM b.10" f cm g
1 0,73 16,11 0,44 0,68 13,59 0,53
2 0,64 12,08 0,59 0,54 9,46 0,75
3 0,50 8,70 0,82 0,44 7,77 0,92
4 0,41 7,37 0.97 0,38 7,02 1,02

1

Se comparamos os valores de ¢ de cada amostra nos dois processos, vemos
que as amostras da demetilagdo enzimatica tem g maior porque os graus de
metilagcdo sdo menores em todos os casos. Neste caso trata-se de uma troca idnica
ordinaria ( mera substituicado de ions na macromolécula ), e como todas as solucdes
sdo bastante diluidas o mais provavel € gue a troca ibnica seja controlada por
difusdo de filmes. Aplicando o modelo Nernst Planck a este tipo de processo de troca
idnica, a fragdo que atinge o equilibrio F(t), & expressa como ( 110 ):

F(t)=1-exp(-3Dct/r.dc,) (eq.21)

¢ = concentragdo da solugao.

3 = espessura do filme no contate entre a fase liquida e solida da solugéo.
f, = raio das particulas.

¢, = concentragao dos grupos iénicos fixados na particula.

t = tempo em gue o processo atinge o equilibrio.

D = coeficiente de difusdc das espécies idnicas consideradas.

Se t é explicitado na eguagdo 21, podera se observar que este depende
diretamente de r, , de 3, de ¢, ; e é inversamente proporcional a ¢ e D. Observando
cada parametro que influencia t pode-se expressar que: r, vai ter a mesma influéncia
em todos o0s casos pois considera-se as mesmas espécies idnicas nos dois
PrOCESS0S.
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Embora o trabalho tenha sido levado a cabo em solucdes suficientemente
diluidas, as concentragdes ( ¢ ) poderiam ter influéncia razoavel no caso dos ions
cobre e manganés, pois sao aproximadamente dez e cem vezes mais diluidas no
caso das pectinas demetiladas enzimaticamente gue na alcalina. Os outros ions tem
mais ou menos a mesma faixa de concentragac como pode-se observar na tabela
10, portanto a influéncia deste parametro pode ser aproximadamente a mesma.

Tabela 10. Faixa de concentracdo dos ions utilizados na troca idnica entre
pectinatos de aluminio { PAl ), com diferentes graus de metilagao
( GM), obtidos pelos dois processos de demetilagao.

" -3
Intervale de concentracaoc / mmol.dm

ions Demetilagdo alcalina({ 99 ) Demetilacao enzimatica
Fe(lif) 0,72-273 0,65 -2,30
Zn 5,80 - 445 10,0-150,0
Cu(lly 410-37,20 0,15-2,80
Mn(ll) 47,30 - 381,10 0,30 - 3,50
Ca 38,7 -428,8 5,60 -531,5

Como os dois trabalhos foram efetuados praticamente com as mesmas amostras,
embora com grau de metilagao ligeiramente diferentes, e os mesmos ions, € de se
esperar que as espessuras do filme { 8 ) ndo sejam diferentes e tenham influenciado
da mesma forma o tempo de equilibrio nos dois processos. O ultimo parametro, e
provavelmente o gue mais influéncia tem sobre o tempo (t), & o coeficiente de difusdo
( D). No parametro b ( distancia média entre as cargas fixas ), ndo se considera a
distribuicdo das cargas livres ( distribuiclo aleatoria ou em bloco). Portanto, como
aparecem gradientes de potenciais elétricos devido as cargas na macromolécula, no
caso das amostras submetidas a demetilagdo enzimatica havera sempre maiores
gradientes de potenciais elétricos nas regides onde se encontram as cargas livres em
bloco ou, havera maior densidades de cargas elétricas ¢ nessas regides que nas
outras regibes de menor carga. Sugere-se entdo que havera uma distribuicdo nao
uniforme de e locais na macromolécula que terdo provavelmente maior influéncia
sobre D, ainda que os ¢ totais fossem iguais nos dois processos, sendo portanto os
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seus vaiores maiores em todos o0s casos das amostras da demetilacao enzimatica

que na alcalina fazendo com que t seja menor no primeiro, como se observa na tabeia
8.

4.2.2 Determinagdo da estequiometria na troca ionica.

E importante determinar a quantidade de ions da fase aquosa que substitue
os ions de aluminic na fase solida, quando o processo de troca idnica entre os
pectinatos de aluminic e os ions considerados atingem o equilibrio. A quantidade de
ions aluminio na fase sdlida, antes do inicio do processo de troca € conhecida, e se,
no equilibrio, essa guantidade inicial de aluminio & igual a quantidade de Al + ion
trocado na mesma fase, a estequiometria do processo sera entdo 1:1. Em caso
contrario sera diferente, que podera ser estabelecido atraves das determinagdes dos
ions na fase liquida ou sdlida. As técnicas de determinagdo ja foram mencionadas na
parte experimental. Na tabela 11 s3c apresentados os resultados obtidos para cada
ion considerado.

Pode-se observar que a estequiometria do processo foi praticamente 1:1 em
todos os casos. No processo de troca idnica da hidrolise alcalina a estequiometria
também foi 1:1 em todos os casos, exceto para a amostra 4 dos ions Fe(lll) que
apresenta estequiometria 2:1 (99 ).
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4.2.3 Determinagao da constante de equilibrio estequiométrico K. ha troca
ibnica dos pectinatos de aluminio ( PAl ), com os ions considerados.

Nas tabelas 12 e 13 ( pags. 56 e 57 ) sdo apresentados os valores da
constante de equilibrio estequiomeétrico K. e os valores médios da troca idnica entre
os pectinatos de aluminio e os ions considerados, determinados atravées da eq.21,

1
InKe = IO InK dX({M), e considerando que InK. = InK para X(M) = 0,5, quando a

funcao e linear ( como ja mencionado na introdugao ).

Nas tabelas 18 até 37 no apéndice ll, sdo apresentados os dados referentes
aos processos de troca idnica como massa de amostra utilizada, concentragoes das
espécies em solucdo no equilibrio, fragcdes molares, coeficientes de atividades médios

idnicos, valores da constante de equilibrio K para todas as concentragfes de cada
espécie considerada.

Na tabela 38, & apresentado para os dois processos de troca, os valores do
coeficiente angular ( m ) dos graficos de InK em funcéo da fracdo molar X dos ions
entrantes no solido.

4.2 4 Interagées que influenciam no valor da constante de equilibrio
estequiométrico K, do processo de troca idnica.

Como as solugdes em todos os casos foram suficientemente diluidas, a
adsorcdo de agua pela fase solida pode ser considerada desprezivel, como foi
mencionado na introducdo. Por outro lado, as interacdes na fase liquida da solucao
foram corrigidas através dos valores dos coeficientes de atividades médios iénicos das
espécies, e de acordo a resultados da tabela 11, as ligagdoes foram de uma especie
idnica para cada sitio ativo do pectinato. Portanto as ligagdes em multisitios nao
afetaram os valores de K.. Com os valores médios de K. em ambos 0s processos,
pode-se estabelecer uma ordem de preferéncia de ligagdo na macromolécula:

Da hidrolise alcalina (95,99 ) : Fe(lll} > At > Cu(lf) > Zn > Mn(ll) » Ca
Da hidrélise enzimatica . Fe(lll) > Al > Cu(ll) > Mn(ll) > Zn ~ Ca

Pode-se notar que as espécies trivalentes estdo mais fortemente ligadas que
as bivalentes nos dois processos.
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Considerando os ions Mn(ll) e Zn observa-se uma inversic na ordem de
preferéncia com relacdo as pectinas da hidrolise enzimatica com respeito as da
hidrélise alcalina. Na tabela 38 , pode-se notar que na da hidrélise alcalina o valor do
coeficiente angular m, dos fons de zinco € maior que dos ions de Mn(ll), em todos os
casos, implicando isto em um maior efeito cooperativo ( aumento de InK em funcao de
Xm ). No caso das amostras da demetilagdo enzimatica acontece uma mudanca de
comportamento dos ions Zn, que nac apresentam um efeito cooperativo, mas sim um
efeito competitivo, sendo estes provaveimente os fatores fundamentais que explicam
essa inversao dos valores de K.

Os valores de K. para os ions Fe(lll), Zn e Ca (tabela 12 ), apresentam valores
maiores em todos os casos {( amostra 1 a 4 }, na da hidrdlise alcalina que na
enzimatica. Considerando que a distribuicdo de cargas elétricas na macromolécula é
em bloco nesta ultima, as forcas de ligagdo entre as espécies AI(OH),;' e os grupos
funcionais serdc maicres em certas regides fazendo que a substituicdo pelas
espécies Fe(OH)," , Zn(OH)' , Ca(OH)" , sejam mais dificieis, sendo talvez este um
dos fatores mais importantes que explicam as diferengas nos valores apresentados.
No caso do Zn e Ca outro fator importante é a diferenca de comportamento nos dois
casos mencionados, pois no primeiro o efeito & cooperativo (m > O ver tab 38 ), e
competitive no segundo (m < Q).

Grande parte dos ions Zn” em plantas austrailanas estudadas, das espécies
Polycarpaea glabra e Crotalaria novae holfandie, demostraram ser soltveis em agua.
Na primeira espécie citada 47% dos ions zinco dos galhos e flores séo soltveis em
agua e o restante, que estdo ligados as pectinas, podem ser quase completamente
deslocados por acidos implicando ligacdes fracas destes ions com as
macromolécuias. Na segunda espécie, 60% dos ions zinco que se encontram nos
galhos e 70% em folhas sdo soluveis em agua. O comportamento deste ion contrasta
com aqueles de ferro( Ill } e chumbo, por exemplo, que sdo muito pouco sollveis,
implicando ligagfes fortes com as pectinas. No caso do ferro ( lll ), somente 10% é
soluvel permanecendo grandes quantidades no residuc soélido { 111 - 114 ).

Os ions Ca™" , ligados com pectinas no organismo humano, tornam-se pontes
na formacédo de complexos das pectinas com compostos organicos como os sais

biliares, favorecidos por um pH acido, segundo o esquema de reagdo apresentado na
figura 18 (115):
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Fig18. Esquema de reaciic de pectinatos de caicio com acidos biliares no organisme humano( 115 ).

Os sais biliares conjugados presentes no intestino delgado sdo facilmente
absorvidos, mas apos transformagbes quimicas pelas bacterias do colon, estes

compostos ficam fortemente ligados aos alimentos ricos em pectinas e excretados
nas fezes.

Os valores de K, dos ions Mn(ll) sdo maiores na hidrdlise enzimatica onde
apresenta um maior efeito cooperativo ( valor de m maior ), um fator preponderante
que justifica a diferenca entre os dois métodos.

Considerando ions Cu(ll), as diferencas nos valores de K. sio pequenas,
indicando que os fatores que influenciam este pardmetro ( forca de ligacdo, efeito
cooperativo, heterogeneidade dos sitios de troca, etc.) atuaram mais ou menos de

igual forma nas amostras de pectinas, nos dois processos de demetilacdo ja
mencionados.

Q valor de d, distancia de maxima aproximagdo entre dimeros de
macromoléculas poliurénicas com ions nas paredes celulares das plantas, sao 12 e
144 para os jons Cu”" e Mn”" respectivamentes. Estes valores s&o muito proximos a
distancias intercatidnicas correspondentes aos modelos caixa de ovos e foram obtidos
através da largura de banda em fungdo da concentracéo de ions, na espectroscopia
de ressonancia de eletrons. A diferenca nos vaiores de d entre os dois ions & devido a
perda de agua de hidratacdo do Cu’” ao se ligar a macromolécuia, diferentemente do
ion Mn”" e outros metais de transicao, resultando em uma estrutura reticular mais
compacta. E provavel entio gue os ions de Cu’* formem com estas moléculas

complexos de esferas internas, e complexos de esferas externas com os ions Mn*"
(116, 117).
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No caso dos ions Fe(lli) e Al a maior preferéncia na ordem de ligacado na
macromolécula pelo primeiro ion pode ser explicado fundamentalmente baseado na
for¢ca de ligagao entre estes ions e os sitios ativos da macromoiécula. O primeiro ion
mencionado é mais eletronegative ( 1 = 1,96 ) que o segundo (% = 1,61 ), sendo por
tanto a espécie Fe(M,O);" mais forte como acido, que a espécie Al(H,0):" , e mais
forte a sua ligacdo com os sitios ativos (118 ).

Os coeficientes de atividades médios ibnicos v. em solugdo, de todas as
espécies consideradas, diminuiram em todos os casos com o aumento das
concentragcdes dessas espécies, como pode-se observar nas tabelas 18 até 37,
denotando maior interagdo entre elas.

Os ions Fe(lll) e Al apresentam coeficientes de atividades médios idnicos vy, |,
iguais em todos os casos devido a que foram calculados considerando-se os
didametros efetivos dos fons hidratados (que sio iguais para os dois ions) e a mesma
forca idnica na solugdo ( 74).

Uma vez que as espécies idnicas apresentam concentragdes relativamente
baixas em todos os casos, o pH inicial das solugdes diferem pouco do pH no
equilibrio final. C pH das solucbes foram acidos em todos os casos provavelmente
devido a hidrolizag3o das espécies idnicas{ 117 ).
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Tabela 13 Valores médios da constante de equilibrio K. na troca idnica entre
0s pectinatos de aluminio com diferentes GM, obtidos nos dois
métodos de demetilagao, e os ions considerados.

Valores médios de K, x 10°

lons hidrélise alcalina ( 99 ) hidrélise enzimatica
Fe (Il) x 10° 38+6 26+09
Zn 2516 0,19+ 0,07
Mn () 1,8+0,6 260 + 30
Cu () 120 + 40 300+ 10

Ca 1,3+0,6 0,18 + 0,05
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425 Estudo e comparagido do contorno molecular dos pectinatos de
aluminio obtidos pelos dois processos de demetitagao.

Para o estudo e comparagdo do contorno molecular dos pectinatos de
aluminio foram obtidos espectros de fiuorescéncia, infravermelhos e difratogramas
raios - X destas amostras. A fluorescéncia estudada foi a do Euf(lll), que no pectinato
pode dar informagdes sobre nimeros de moléculas de agua coordenadas, a carga
sobre os ligantes da primeira esfera de coordenacéo, etc ( 119).

Quando uma molécula de um complexo lantanideo absorve um gquantum de
radiacdo, um eletron externo é excitado do estado fundamental { de um determinado
orbital } a niveis superiores, sendo o processo de emissao denominado fluorescéncia
ou fosforescéncia ( a diferenca entre os dois termos esta no tempo em qgue ocorre a
emissac e na energia ). O primeiro passo envolve absor¢do de energia por parte do
ligante conduzindo a sua excitagdo do estado singlete S, ao estado excitado S, . A
molécula pode perder rapidamente este excesso de energia vibracional a niveis
inferiores a S+ . Nesta transicio existem trés alternativas. A moléecula pode desativar
por transicdo radiativa de S, a S, ( fluorescéncia do ligante ), ou passar a um estado
triplete T+ ou T, e voltar ao estado fundamental através da transic@o de spin proibido
T > S, ( fosforescéncia molecular ), ou a excitagao pode ser transferido ao ion central
de terra rara que pode sofrer a transigao radiativa ( d —» S, ), resultando na linha de
emissao caracteristica do ion ( fluorescéncia ) ( 120,121 ). A emiss@o de compostos
de Sm™", Eu™", Tb"" e Dy’ aparecem das transicdes radiativas entre niveis de energia
das configuragées 4f" destes ions, sendo a de europio a mais estudada pela emissao
excepcionalmente alta. Nas figuras 19 e 20 sdo apresentados os mecanismos de
transferéncia de energia e o diagrama dos niveis energéticos dos ions mencionados
respectivamente{ 120 ).
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Fig. 19 Mecanismo de transferéncia de energia ( 120).  Fig. 20 Diagrama de niveis energéticos dos
ions terras raras ( 120).

Para estudo da fluorescéncia, fez-se a troca idnica entre pectinatos de
aluminio e ions de Eu™, nas mesmas condi¢bes feitas anteriormente com os outros
ions. Os resultados deste processo foram os seguintes:

O tempo de equilibric na hidrélise enzimatica foi de 3 horas, e 4,5 para a
hidrélise alcalina, como é apresentado na figura 21.
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Fig. 21 Variagao da cone. de ions Al/mM em funcdo do tempo f horas, na fase liguida na troca idnica
entre pectinatos de aluminio obtidos pelos dois processos de demetilagao, e os ions de Eu( 11l ),

A estequiometria do processo neste caso tambem foi de 1:1, como no caso
dos outros ions considerados, como apresentado na tabela 14.

Tabela 14. Resultados da determinagao estequiométrica na troca ibnica entre
pectinatos de aluminio ( PA!), e os ions Eu(lll), nos dois processos
de demetilacao.

m PAl/ g QAI/gPAl _ QAL10°/mPAI P.10" no sol. P/Q
0,04985 1,00 4,99 4,54 0,91x
0,05071 0,70 3,55 3,58 1.01%x

3

*hidrolise enzimatica *xhidrolise alcalina m = massa Q = quantidade de Al /
mmol
P = quantidade de Al + Eu/ mmol , na fase sdlida no equilibrio.
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Na tabela 15 s&o apresentados os dados referentes as trocas iénicas dos

materiais ( pectinatos de aluminio + eurdpio ), com os quais foram obtidos os
espectros de emissao.

Tabela 15. Resultados da troca idnica entre pectinatos de aluminio ( PAl), e
os ions de Eu{lll) nos dois processos de demetilacao.

mPAl/g QAI/gPAl QAL10°/mPAl QAL10° noliq. % Al trocado % GM

0,05310 1,50 7,97 1,42+ 17,82 43,9
0,02205 1,65 3,64 1,14 = 31,32 37,5
0,05071 0,70 3,95 0,85 23,94 44.9
0,04760 0,80 3,81 1,42%x* 37,27 35,0
0,04985 1,00 4,99 0,58 = 11,62 46,0

onde m, Q e os asteriscos tem os mesmos significados que na tabela 14.

Nas figuras 22 e 23 pode-se observar as bandas de excitagdo em % proximo a
370 nm, e de emissdo para A préximo dos 500 nm respectivamente, dos pectinatos
aluminio dos processos de hidrolise alcalina ( linha vermelha GM = 44.9) e enzimatica
( linha verde de GM = 43 9 ), sem a presenca de europio nas amostras. Pode-se notar
que apresentam fluorescéncia devido provavelmente a transicdes de baixo nivel de
estado m — m* do oxigénio ( dos grupos COQO ), com par de eletrons
desemparelhados ( 120 ), ou devido a mudangas morfologicas na matriz dos

pectinatos, razao provavel de porque as bandas tantoc de excitagao como de emissao
nao sdo iguais.

A primeira amostra mencionada apresenta também uma pequena banda de
excitacido em A proximo dos 310 nm, e de emissdo para A proximo dos 660 nm devido
provavelmente a pequenas perturbacdes moleculares.

Nas figuras de 24 a 26 podem-se observar as bandas de excitagcdo em 2 ~ 394
nm ( transigdo 'F. - "Ls ), de emissdo para A = 579, 580, 612, 650 e 690 nm
{ transicdes Dy — ' F, onde ) = 0,1,2,3,4 ), e tempos de vida média dos estados
excitados respectivamente, dos pectinatos de aluminio com eurépio.
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Fig. 22 Bandas de excitagdo dos PAI nos dois processos de demetilagio.

- linha verde: PAI com GM = 44,9 ( hidrélise alcalina ).
- linha vermelha: PAl com GM = 43,9 ( hidrélise enzimatica ),
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Fig. 23 Bandas de emissdo dos PAIl nos dois processos de demetilagéo

- linha verde: PAl com GM = 44,9 ( hidrélise alcalina ).
- linha vermelha: PAl com GM = 43,9 ( hidrélise enzimatica ).
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Fig. 24 Tempo de relaxagéo dos PAl e Eu com diferentes GM, obtidos nos dois processos de
demetilagdo - linha preta: PAl com GM = 35 ( hidrélise alcalina ) - linha verde: PAl com
GM = 44,9 ( hidrélise alcalina ) - linha azul: PAl com GM = 37,5 ( hdrolise enzimatica ) - linha
rosada: PAl com GM = 46 ( hidrélise enzimatica ).
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Fig. 25 Bandas de excitagio dos PAl e Eu com diferentes GM, obtidos nos dois processos
de demetilagéo - linha preta: PAl com GM = 35 ( Hidrélise alcalina ) - linha verde: PAIl com
GM = 44,9 ( hidrélise alcalina ) - linha azul: PAl com GM = 37,5 ( hidrélise enzimatica ) - linha
vermelha: PAlcom GM = 43,9 ( hidrélise enzimatica) - linha rosada: PAl com GM = 46
( hidrélise enzimatica )
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Fig. 26 Tempo de relaxag¢éo dos PAl e Eu com diferentes GM, obtidos nos dois processos de
demetilag&o - linha verde: PAl com GM = 43,9 ( hidrélise enzimatica ) - linha azul: PAl com
GM = 44,9 ( hidrélise alcalina ) - linha vermelha: PAl com GM = 35 ( hidrélise alcalina )-linha
rosada: PAl com GM = 46 ( hidrélise enzimatica ) - linha azul escuro: PAl com GM = 37,5
( hidrélise enzimatica ).
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As caracteristicas das amostras nos graficos sao:

PAiI GM = 35 ( hidrdlise alcatina ) .  linha preta ( amostra 1)

PAIGM=449( * ¢ ). hnhaverde (amostra3)

PAI GM =37,5 ( hidrdlise enzimatica ) : linha azul ( amostra 2 )
PAIGM=439( *“ ! ) . linha vermelha ( amostra 4)
PAIGM=46 ( * ) :linha rosada ( amostra 5 )

As intensidades das bandas variam para cada amostra devido as
concentragbes dos ions de eurbpio ndo serem iguais em todas as amostras
( tabela 14 ). Observando a tabela pode-se notar que houve maior troca iénica nas

amostras do processo de demetilacdo alcalina ( considerando a quantidade de ions
Al /g PAl).

Com os dados da figura 25 ( emissdo em aproximadamente 579 nm ) obteve-
se 0s numeros de ondas como apresentado na tabela 16.

Tabela 16. Numeros de ondas dos espectros de fluorescéncia de pectinatos
de aluminio obtidos atraves de ., da figura 25.

Amostras orn . 107 1 CM Numero de ondas / cm’™
1 578,68 17281
2 578,30 17292
3 579,24 17264
4 578,30 17292

5 578,30 17292
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Com os dados da figura 26 obteve-se os tempos de vida média t e o reciproco,
t' do estado excitado para as diferentes amostras, como apresentado na tabela 17.

Tabela 17. Tempo de vida média t e o reciproco t' em amostras de pectinatos
de aluminio com eurdpio, obtidos a partir da figura 26.

Amostras t/ms t' /ms’
1 0,38 2,63
2 0,33 3,03
3 0,36 2,78
4 0,36 2,78
5 0,35 2,86

¥

O valor médio de numero de ondas no caso da hidrolise aicalina é
aproximadamente 17273, e 17292 para a enzimatica. Com ajuda de dados
bibliograficos ( 122 ), pode-se notar que na primeira hidrélise a carga sobre o ligante
esta mais proxima de -1 ( 17270 ), que na segunda. Pode-se concluir entao que nao
ha grandes modificacdes nos espectros de emissao, exceto na transicao DC — Fg,
indicando que os ions de Eu™ ,no casc da hidrolise enzimatica, estdo rodeados de
ligantes mais neutros, provavelmente devido a maior hidratagdo, o que esta de acordo
com a tendéncia de menor tempo de vida média ( 8,35 ms contra 0,37 ms da hirdlise
alcalina ), da transicdo mencionada ( as diferengas sdo pequenas pois os tempos para
ligantes do tipo OH ou H;0 s&o mais ou menos iguais ).

Com o valor médio de todas as medicdes, t! = 282 ms’ , pode se estimar a
guantidade de moléculas de agua ( ou OH ) coordenadas aos ions Eu™ | baseado na
correlagdo t' e 0 numero de moléculas de agua de coordinagdo, que em NOSSO caso
corresponde a um valor aproximado de 3, que resulta ser um pouco baixo ( 123 ).

Na espectroscopia infravermelho, a radiacdo absorvida pode nos dar
informagdes sobre a estrutura molecular das substancias, através dos movimentos de
atomos e grupos de atomos, associados as radiacbes absorvidas ( 122,124).
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As amostras de pectinas e pectinatos de aluminio, dos dois métodos de
hidrolises, com diferentes graus de metilagdo ja mencionadas anteriormente, foram
prensados { adquirindo uma forma de disco ), obtendo-se dai o espectro.

Na fig. 27 sdo apresentados os espectros dessas amostras. Podem-se
observar que aparecem bandas de absorcao caracteristicas dos grupos gue compdem
estas macromoléculas( 125 ). Devido a deformacao amat da ligacdo C=0 dos grupos
COO aparece uma banda de absorgdo a 1760 cm’ . Outras bandas de deforma(;ao
axial da ligagdo C-O dos grupos COQO aparecem em 1660 ( assimétrico ) e 1460 cm’’
( simétrico ), aproximadamente.

Pode-se dizer que os espectros de todas as amostras nos dois processos
( pectinas e pectinatos de alummlo) praticamente ndo apresentam variagbes. A banda
de C-O assimétrico ( 1660 em’' ) fica muito pr0x1mo da faixa de coordenacao
unidentada ( 1580 - 1650 cm ) e o simetrico( 1460 cm ") dentro da faixa de quelatos
{ 1400 - 1470 cm’ ), denotando aparentemente comportamento diferente entre as
duas simetrias. Estas bandas tem leves deslocamentos comparados com os pectatos
e pectlnatos de Zn, Co, Ni, nas deformagoes axiais das ligacbes C-O assimétrico
( 1610 cm ) e simétrico ( 1410 cm ), e com os de pectatos e pectinatos de Cu
( 1620 cm’ assimétrico ) e 1405 cm " simétrico ( 126 ). Nao se pode tirar nenhuma
conclusao a respeito, pois as pectinas apresentam o mesmo comportamento gue os
pectinatos nas amostras deste trabalho. Se nado fosse dessa maneira, poderia se
afirmar que a presenca do ion trivalente na macromolécula tem maier influéncia que
os divalentes, pois as duas bandas mencionadas com a presenga do ion trivalente
aparecem na faixa de energia levemente maior que as outras bandas dos ions
divalentes.
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Fig. 27 Espectros infravermelhos de pectinas e pectinatos de aluminio com graus de metilagao
proximos, obtidos nos dois métodos de hidrélise.

onde :

A = pectinato de aluminio com GM = 37,5 obtido por hldrohse enzimatica.

B= * ! “ GM=439 ° i *

C = pectina com GM = 43,9 obtido por hidréiise enzimatica.

D= * * GM=375 * v ‘

E= ¢ © GM=449 * L alcalina.

F = pectinato de aluminioc com GM = 44,9 obtido por hldrohse alcalina.
G= * * * * GM=350 * ° ‘

H = pectina com GM = 35,0 obtide por hidrdlise alcalina.
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Difratogramas de raios -X obtidos através das mesmas amostras consideradas
{ pectinas e pectinatos de aluminio ), apresentam comportamentos muito semeihantes
em todos 0s casos, como pode-se notar nos difratogramas da fig. 28 -. Baseados nos
mesmos, pode-se dizer que estas amostras tem as mesmas estruturas cristalograficas,
nao se podendo chegar & conclusdo se essas estruturas s&o cristalinas ou néao,
devido a que nao apresentam picos de intensidades de raios difractados bem
definidos ao longo dos valores de 20. Com a definicao das estruturas ( em caso da
amostra ter estrutura cristalina ),pode-se calcular a distancia interplanar das amostras
para determinados planos h k | considerando o valor de sen’0 dos picos de difracido e
a relacéo entre o valor deste parametro com respeiro a um valor menor através da
equacao 22 (127 ).

a®=(2%/4sen’0) h*+ K+ ) (eq 22)

onde: a = distancia interplanar numa estrutura cristalina.
A =1,542 A ( radiagéo Cu Ko ).
hkl = indices de Miller.

4.2.6 Analise Térmica

O intervalo de amolecimento do pectinato de aluminio, GM = 43,9 proveniente
da hidrdlise enzimatica, foi de 198 - 200°C, enquanto que o da alcalina ( GM = 44,9 ),

foi de 210 - 215°C. Em ambos os casos, a amostra carboniza-se com o aguecimento
continuado.

A analise termogravimétrica ( TGA ), em atmosfera de argbénio, a uma
velocidade de aquecimento de 10°C / min, dos pectinatos de aluminic com GM
aproximadamente 44 GM ( dos dois processos de demetilagao ), apresentam curvas de
decomposicdo semeihantes como pode-se observar nas figuras de 29 a 32.

Pode-se notar perdas de agua a temperaturas entre 72-110°C, e que a partir
de 214 -216°C comecga a decomposi¢ao das amostras, com perdas de provavelmente
CO, CO, , matéria organica voltil, etc. Este processo continua até aproximadamente
550°C a partir do qual nao se observa mais modificagbes. Os componentes finais dos
pectinatos seriam AlLOs; e provavelmente carvdo, pois as amostras ( carboidratos )
néo foram totalmente queimados, em razdo de que foi feita em atmosfera de argénio.
- Se o produto final fosse apenas Al,0;, o residuo final seria 3,6% para o pectinato da
hidrdlise alcalina e 7,9% da outra amostra. Os termogramas mostram um residuc em
torno de 25 a 29 % aproximadamente.
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Os termogramas de DSC |, figs 30 e 32, também apresentam comportamentos
similares para as duas amostras j& mencionadas, com um pico endotérmico a
temperatura de 150°C que devido a largura corresponde provavelmente a reacdes de
desidratacao, e posterior fusdo das amostras { 128 - 130 ). As energias absorvidas sdo
de 735,2 J / g ( hidrolise alcalina ) e 766,8 J / g ( hidrélise enzimatica ).

Fig. 28 Difratogramas de raios-x de pectinas e pectinatos de aluminio com graus de metitagio
préximos, obtidos nos dois métodos de hidrolise

A = pectinato de aluminio com GM = 43,9 obtido por hidrolise enzimatica.
B = pectina com GM = 43,9 obtido por hidrdiise enzimatica.

C= " “ GM=449 “ ‘ alcalina.

D = pectinato de aluminio com GM = 44,9 obtido por hidrolise alcalina
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5. Conclusodes finais

Os resultados apresentados podem ser sumarizados e deles se tirar algumas
conclusdes:

1- O processo de troca ibnica com pectinatos da demetilacdo enzimatica,
apresentam estequiometria 1:1 em todos os casos, inclusive com os ions Eu( il1 ).

2- Para os PAIl da demetilagdo enzimatica, os tempos em gue os processos de
troca ibnica atingem o equilibrio, foram sempre menores que na demetilacdo alcalina,
sendo em alguns casos essa diferenga bastante significativa, como nos ions Mn ( Il ),
Zne Ca

3- A maioria dos processos de troca idnica apresentam efeito cooperativo,
exceto com os ions de Zn e Ca e os PAIl da hidrolise enzimatica, que apresentam um
efeito competitivo.

4- Nos dois tipos de pectinas demetiladas, os ions trivalentes estdao mais
fortemente ligados que os ions bivalentes.

5- As constantes de equilibrio dos ions Fe( lll ), das pectinas submetidas a
demetilacdo enzimatica, séo menores que as da alcalina, devido provavelmente &
diferenga na distribuic&o de cargas nos dois processos, sendo em bloco no primeiro
caso, fazendo que as espécies ibnicas Al(OH)," figuem mais fortemente ligadas aos
grupos funcionais da macromolécula e portanto mais dificil de trocar que no segundo
caso, onde a distribuicdo de cargas é aleatéria, com ligacdes mais fracas nas espécies
mencionadas.

6- Nos dois processos os ions Fe( Il ) estdo mais fortemente ligados que os
fons de Al, pois o primeiro € mais eletronegativo que o segundo, sendo portanto a
espécie hidratada Fe(OH)," mais acida que a espécie Al{OH),".

7- Os ijons de Ca também apresentam mudanca de comportamento nas
pectinas da hidrélise enzimatica ( efeito competitivo ), sendo maior o valor de K. no
caso das alcalinas ( efeito cooperativo ).
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8- Os valores de K, dos jons Cu( Il ) nos dois processos, apresentam pouca
diferenga implicando que as interagbes que influenciam este pardmetro
( efeito cooperativo, forca de ligagdo, heterogeneidade dos sitios de troca, etc. )
atuaram em mais ou menos igual intensidade, em todos os casos considerados, ou se
compensaram.

9- Espectros de fluorescéncia de emisséo dos pectinatos de aluminio contendo
europio { PAIEu ), nos dois processos de hidrolise, n3o apresentam modificacdes
significativas. A transigéo °D., — 'F, indica que os ions Eu( Il ) da hidrélise enzimatica,
estao rodeados de ligantes mais neutros, provavelmente devido & maior hidratacéo.
Com valores médios de t”" , o valor de nimeros de moléculas de H.0 coordenado a
estes ions €& de aproximadamente 3, nos dois casos, valor um pouco baixo.

10- Os espectros infravermelhos de pectinas e pectinatos de aluminio, nio
apresentam variagbes significativas. As bandas a 1760 , 1660 ( assimétrico ) e
1460 cm™ ( simétrico ) s8o caracteristicas das ligagdes C=0 dos grupos carboxilas. A
banda assimétrica tem caracteristicas de coordenag&o unidentada, enquanto a
simétrica tem caracteristica de quelatos, denotando uma aparente diferenca de
comportamento.

11- Baseados na semelhanga dos difratogramas de raios - x de todas as
amostras ja mencionadas, pode-se dizer gue elas tem praticamente as mesmas
estruturas cristalograficas, possivelmente uma estrutura amorfa com pontos de
cristalinidade.

12- A analise termogravimétrica ( TGA ), e a calorimetria exploratéria
diferencial ( DSC ), apresentam resultados semelhantes para as amostras
consideradas.

13- Considerando a ordem na preferéncia de ligac&o da macromolécula obtida
pelos dois processos de hidrélise com os ions estudados, ou seja:

Da hidrélise alcalina ( 95,99 ) : Fe(lll) > Al > Cu(il} > Zn > Mn(ll) ~ Ca
Da hidrélise enzimatica s Fe(lll) > Al > Cu(ll) > Mn(ll) > Zn =~ Ca

ha uma invers&o dos ions Mn( Il ) com relagdo aos ions de Zn, provavelmente devido a
dois fatores importantes:
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a- Nas pectinas da hidrélise aicalina os ions de Zn apresentam maior efeito
cooperativo que os ions Mn( Hl ), e portanto maior preferéncia com respeito as
pectinas.

b- Nas pectinas da hidrélise enzimatica ha uma inversdo no comportamento
dos ions Zn que apresentam efeito competitivo. Entretanto os ions Mn({ Il ) apresentam
efeito cooperativo ainda maior gue na hidrélise alcalina, tendo portanto maior
preferéncia de liga¢ao que os ions Zn.

14- Foi mencionado na intrcdug&o a importancia atribuida & capacidade de
troca catiénica ( CTC ) nos mecanismos de tolerancia das plantas ao aluminio.

Em nosso trabalho observou-se que as constantes de equilibrio pouco
dependem do grau de metilagdo , responsavel pela CTC. Por outro lado, este termo,
ou a variagao de energia livre padrdo AG" , estdo relacionados com um fator entalpico
AH" e um fator entropico TAS" através da conhecida equagdo AG’ = AH" - TAS",

Notou-se diversas evidéncias da variagio do fator entropico:

- Variacéo da constante de equilibrio entre a pectina hidrolizada alcalina ou
enzimaticamente.

- Efeitos cooperativos e competitivos.
- Constantes de equilibrio praticamente independentes do grau de metilagao.

De tudo isto, pode-se deduzir gue o fator entalpico, associado com a forca de
ligagcdo do cation metalico com os grupos carboxilas da pectina, € o fator mais
tmportante nos processos de troca idnica estudados. Por outro lado, ndo se pode
esquecer que na planta s6 existe pectina demetilada enzimaticamente.

E sugerido entdo que a tolerancia das plantas ao Al, depende de mecanismos
que minimizam a atividade das espécies Al(H,0)s>", AI(OH)** , Al{OH)," . na solucao do
solo adjacente as paredes celulares e dentro delas.
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7. Apéndice - |
Desvios

7.1 Desvio padrao das constantes de equilibrio estequiométrico K., nas
trocas idnicas entre os pectinatos de aluminio e os ions considerados.

Os valores da constante de equilibrio estequiométrico K. , dos graficos de InK
em fungao de Xy , foram obtidos através dos métodos dos minimos quadrados em uma
série de medigdes ( X1, Y1 Xa,¥2,........ Xn¥n }, @plicado na relagao linear geral:

y=mx+c (eqg 23)

Desta maneira s&o obtidos os melhores valores de m( coeficiente angular ) e
de c ( coeficiente linear ) da fungao.

Assumindo que os erros das medi¢des se encontram nos valores de y, podem
ser calculados os desvios padrdes do coeficiente angular Am e do coeficiente linear Ac
através das expressfes ( 131 ):

(AmY ~(1/D)(Xd?*/n2) (eq. 24)

(Ac) ~[(1/n)+( X*/D)(Zd’/n-2) (eq. 25)

D=3(x- x) (eq. 26)

d

Yi-mx -C (eq. 27)

x= (1/n)Ex (eq. 28)

Diferenciando-se a equacéo 23 e igualando-se oy = Ay, temos:
Ay = XAm + MAx (eq.29), paraAx =0

Ay = xAm (eq. 30)

Para x = 0,5 pode-se calcular AINK das trocas ibnicas das espécies
consideradas.
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Alnk = xAm (eqg. 31)
AnK= (1 /K)AK (eqg. 32)
AK = KxAm (eq. 33)

7.2 Desvios nas concentragdes de ferro e aluminio em solugdo aquosa no
equilibrio de troca idnica.

Através da relagdo entre a absorvancia A, e transmitancia T ( lei de Lambert -
Beer ), e para um desvio experimental maximo de T = 1%, pode-se determinar o desvio
emA:

A=-logT (eqg 34)
AA=log(e)[(1/TH)AT] (eq.35)

Com o calculo de AA pode-se determinar os desvios das concentraces dos
ions metélicos M = ferro ou aluminio, determinados espectrofotométricamente
(132).

C(M)+AC(M)=A/m = A/m[(AAJAY +(Am/m ¥ ]? (eq 36)

sendo m o coeficiente angular da fungdo A = f [C( M )]. Os desvios porcentuais

relativos das medigbes experimentais dos ions metélicos mencionados, em solucéo
aquosa, atingiram no maximo 3,0%.
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