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RESUMO

AGUA E CARBOIDRATOS: ASPECTOS MACROSCOPICOS E
MOLECULARES DE SUAS INTERACOES

Solugdes aquosas de mono, di, oligo, e polissacarideos foram estudas nos
niveis macroscopico e molecular, empregando-se enfoques termodinamicos e
espectroscopicos. A influéncia da intensidade da ligagdao de hidrogénio sobre a
solubilidade dos carboidratos (lineares e ciclicos) mostrou-se fortemente
dependente de suas solubilidades. Quanto menos soluvel o carboidrato, maior
¢ o efeito da substituigdo isotopica do solvente (H,O por D,0). Este efeito
sugere que carboidratos menos soliveis (e maiores) perturbam mais
fortemente a estruturacao das moléculas de agua. Devido ao efeito cooperativo
da transicao coil-helix da k-carragena, o efeito isotopico sobre a gelificagdo ¢
bastante intensificado. Segundo um perspectiva mais molecular, as taxas de
troca protonicas, k;, entre os protons da dgua e os grupos OH dos carboidratos
dependem da natureza do agucar, sendo os maiores valores observados para a
forma linear, seguida pela forma piranosidea e por ultimo pela forma
furanosidea. Ja as transferéncias de magnetizagdo entre as populacdes de
protons da agua e dos grupos CH-carboidratos sdo moduladas pelos
movimentos moleculares e intermediadas pelas trocas protonicas com o0s
grupos OH. Propde-se que os protons das moléculas de agua interagem
preferencialmente com os protons OH e negligenciavelmente com os prétons
CH. Estudos de relaxacdo 'H mostraram-se ricos para o estudo de processos
moleculares de agregagdo micelar dos n-alquil-glicosideos sendo possivel
demonstrar experimentalmente que a agregacao leva a indisponibilizagdao das

hidroxilas ao interagirem com as moléculas de agua.
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ABSTRACT

WATER AND CARBOHYDRATES:
MACROSCOPIC AND MOLECULAR ASPECTS OF THEIR INTERACTIONS

Aqueous solutions of mono, di, oligo, and polysaccharides were studied on the
macroscopic and molecular standpoints through thermodynamic and
spectroscopic approaches. The effect of hydrogen-bonding strength on the
solubility of a series of (linear and cyclic) saccharides showed to be strongly
dependent of the solubility of the carbohydrate. As lower is the solubility of
the carbohydrate, greater will be the deuterium isotopic effect of the solvent
(H,O for D,0) on the carbohydrate solubilities. These results suggest that low
soluble carbohydrates (and larger ones) perturb more strongly the water
structure. Owing to the cooperativity of the coil-helix transition, the deuterium
1sotope effect on the gelling of k-carrageenan is intensified leading to stronger
gels and double-helices more stable in D,O. Looking deeper onto a molecular
perspective and based on spin-spin nuclear magnetic relaxation, the proton
exchange rates, kj,, between water and OH-carbohydrate, are dependent of the
nature of the saccharide. The kj; values are higher for linear than for
pyranoside form, and the slowest value is found for fructofuranoside form.
The transferring of magnetization between proton pools of water and CH-
carbohydrates are modulated by molecular motions and intermediated by
proton exchanging process between water and OH-carbohydrate protons. 'H
NMR relaxation experiments of exchangeable protons provide to be rich in
probing the micelar aggregation of n-alkyl-glucosides. It was possible to
demonstrate experimentally that the aggregation of the surfactant molecules
provoke a drastic reduction on the interactions between water and OH-

saccharide head groups.
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Capitulo 1

Aspectos Gerais dos Sistemas Formados por Agua e

Carboidratos

1.1 Por que dgua e carboidratos?

A 4gua é a substdncia mais importante em nosso planeta. A aparente
simplicidade da molécula de dgua pode enganar em relacdo ao intrincado
conjunto de propriedades dos sistemas aquosos.’ A molécula de dgua é uma
das menores e a segunda mais abundante (e mais antigas) do universo. A sua
importancia para a vida € tdo reconhecida que a presenca de 4gua ou vestigios
dela em outros planetas, pode indicar existéncia de vida presente ou no
passado “remoto”. Outra classe especial de (bio)molécula sao os carboidratos,
os quais apresentam formula quimica geral do tipo C,(H,0)y, e denominados
com esse nome por terem sido pensados como hidratos de carbono. Nao € uma
coincidéncia que a dgua e os carboidratos constituam moléculas sobre as quais
a vida na Terra esta baseada. Os carboidratos, € mais ainda as moléculas de

dgua, sdo bastante abundantes no universo sendo encontrados em nuvens




estelares espaciais. A existéncia de dgua e de outras moléculas como
carboidratos e 4cidos nucleicos, tem fomentado intensas pesquisas que buscam
encontrar vestigios de vida (como a concebemos) fora do planeta Terra.” Os
carboidratos desempenham funcdes vitais nos mais distintos processos
bioldgicos, como no reconhecimento e comunicagdo celular, na mediacdo de
interagdes proteicas, servem como fonte e armazenamento de energia, atuam
na atividade antigénica do virus HIV, dentre vérias outras.” Além disso, eles
sdo muito importantes nas industrias quimica e de alimentos e, mais
recentemente, vém recebendo bastante aten¢cdo como fontes renovaveis de
energia.’

Diante da enorme importancia dos sistemas H,O—carboidratos, a compreensao
da dindmica molecular interacional é estratégica para um melhor entendimento
dos processos moleculares relacionados com o0s sistemas  Vivos.
Adicionalmente, tais conhecimentos servirdo de base para uma melhor
manipulacdo de propriedades relacionadas a aplicacdes tecnoldgicas, agricolas
e energéticas. Neste ultimo aspecto, os carboidratos tem sido o foco de
pesquisas para uma crescente demanda energética seja como alimentos ou

z . 4
combustiveis.

1.2 A Estrutura da dgua

Ao invés de um meio continuo e isotrépico, a dgua liquida apresenta uma alta
estruturagdo reticular, em que cada molécula participa de aproximadamente
quatro ligacdes de hidrogénio, LH, (duas como doador e duas como receptor
de hidrogénio).” Devido aos rdpidos movimentos moleculares em temperatura
ambiente, a estrutura molecular tetraédrica da 4gua na forma gelo € rompida e,

nestas condi¢des, cada molécula de dgua participa de fato de uma média de 3.8




ligacdes de hidrogénio.® A Figura 1 mostra representacdes da estrutura da
agua tetraédrica no gelo e na fase liquida. Neste ultimo estado, com pequenas

. . o~ s , . 7
imperfei¢Oes caracteristicas da fase liquida.
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Figura 1.1: (I) Estrutura tetraédrica da dgua e estrutura bifurcada de ligacdes de
hidrogénio (II) a qual esté relacionada com a alta mobilidade molecular no estado
liquido.

Tais ligacdes de hidrogénio estdo em intermitente movimento de formacao e
quebra. Estudos de simula¢do por dindmica molecular (DM) mostram que o
tempo de vida médio das ligagdes de hidrogénio,typ, situa-se na faixa de 0,2 a
0,4 ps no seio da fase aquosa.® Contudo, na presenca de confinamento como,
por exemplo, microambientes hidrofébicos ou ao redor de solutos
hidrofobicos, este tempo € consideravelmente reduzido. Esta reducao
corresponderia a um aumento de temperatura da ordem de 40 K, em relacdo a
dgua em seu seio.” E importante salientar que o valor de 7,5 é dependente do
critério que define uma ligacdo de hidrogénio e do qudo influenciavel sdo os
movimentos de libracdo sobre a manutencdo destas interagdes. Geralmente
uma LH é definida segundo critérios energético e geométrico. '’

A formagdo de rapidas ligacdes de hidrogénio e a existéncia de defeitos em

sua estrutura liquida, juntamente com os rdpidos movimentos de libracdo,




facilitam as ripidas transferéncias de protons entre as moléculas. A Figura 2
representa esquematicamente o mecanismo de Grotthius, que € aceito como o
principal modo de transferéncia de prétons em dgua liquida.'’ Acredita-se que
efeitos quanticos como tunelamento contribuam para acelerar as taxas de
transferéncias de prétons entre os oxigénios € que, por isso, os estados

intermediarios tenham baixos valores de energia.
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Figura 1.2. Representacdo esquemadtica dos dois mecanismos de Grotthius para a
transferéncia de prétons na dgua liquida.

No mecanismo (I) os protons envolvidos em ligacoes de hidrogénio
transferem-se para o dtomo de oxigé€nio ligando-se quimicamente a um dos
pares de elétrons livre e a ligacdo quimica que estava envolvida numa ligacao
de hidrogénio, transfere-se para o dtomo de hidrogénio de outra molécula de
dgua e assim sucessivamente. No processo em cadeia mostrado no mecanismo
(I) ha o envolvimento de movimentos rotacionais rapidos que ocorrem com a
quebra e formagdo concomitantes de novas ligacdes de hidrogénio. Em ambos

os casos o resultado final € a transferéncia de prétons em alta velocidade.




1.3 Interagées carboidrato-Hz0 e motivagdo desta tese

A insercao de uma molécula de soluto perturba a estruturacdo das ligacoes de
hidrogénio na dgua. No caso especifico de uma molécula de carboidrato ha
uma alta capacidade em formar novas ligacoes de hidrogénio entre moléculas
H,0 e os grupos OH. Estas fortes interacdes perturbam a estruturacdo das
ligacdes de hidrogénio da dgua,'* que por sua vez, devido as fortes ligagdes de
hidrogénio, imprime alteracdes conformacionais nos carboidratos". Estudos
de simulacdo por DM mostram que os tempos de vida das ligacGes de
hidrogénio formadas pelas moléculas de dgua e os grupos OH da glicose sdo
consideravelmente mais longas do que as formadas entre duas moléculas de
dgua, situando-se na faixa de 7 a 22 ps.'"’ Esta faixa temporal é obtida se
parametros energéticos sao usados como critério da formacdo da ligacao de
hidrogénio. Se, por outro lado, forem considerados critérios geométricos de
LH, os valores encontrados sao cerca de 10 vezes mais curtos.
Adicionalmente, Astley et al.'” encontram uma forte dependéncia da
estereoquimica do grupo OH, bem como do cariter doador ou aceptor de
hidrogénio, nos valores 7; .

O aumento do tempo de vida das ligagdes de hidrogénio das moléculas de
dgua com os grupos OH dos carboidratos ndao € a Unica consequéncia
esperada. Estudos experimentais ou obtidos por simulacdo computacional
sugerem que as moléculas de 4gua assumem movimentos mais restritos e
tempos de correlacdo mais longos, quando estdo na camada de hidratacdo
diretamente “ligadas” aos grupos hidroxila dos carboidratos.  Estas
perturbagdes levam a implicacdes também em nivel macroscopico,
caracterizadas por alteracdes em propriedades termodinamicas da agua. Por

exemplo, propriedades parciais molares sdo consideravelmente sensiveis em
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relacdo a estereoquimica dos carboidratos.™

Para citar dois exemplos, o
carboidrato arabinose apresenta capacidades calorificas molares parciais de
279,5e 2944 | K 1 mol™? para os estereoisOmeros D e L, respectivamente.15
Os autores deste trabalho atribuem esta sutil, porém considerdvel diferenca, a
maior possibilidade de orientagcdes do isdmero D ao interagir com as
moléculas de dgua, devido a um melhor ajuste do soluto na estrutura da dgua
liquida. Outro exemplo da correlacdo entre a estrutura molecular e uma
propriedade macroscopica é encontrada para a solubilidade, que no caso das
trés formas nativas das ciclodextrinas (CD) apresentam as seguintes
solubilidades em H,O: 0,121; 0,002; 0,168 (molL™') a 298 K,
respectivamente para a o (6 unidades), B (7 unidades), e y (8 unidades de
glicose).'® Além disso, foi demosntrado'® que as solubilidades das (a, B e ¥)
CD, tornam-se cerca de 40% (em massa) menos soliveis quando as moléculas
do solvente H,O sdo substituidas por D,O. Os autores atribuem as diferencas
observadas ao fato de as moléculas de CD apresentarem cavidades
hidrofébicas, e como consequéncia, a maior energia coesiva da dgua pesada
intensificaria o efeito hidrofébico.'®

Em face deste cenario, esta tese foi desenvolvida visando uma contribuigao
para um melhor entendimento das intera¢des intermoleculares entre dgua e
carboidratos, em nivel macroscOpico e molecular, e suas consequéncias nestas
duas escalas. O estudo engloba resultados experimentais de propriedades
simples como solubilidade, e outros mais complexos como relaxagdao
magnética nuclear de correlagdo cruzada. Procurou-se estudar carboidratos
com diferentes estruturas moleculares e diferentes tamanhos contendo, desde
uma unica unidade glicosidea, até polissacarideos como a goma Kk-carragena.
Carboidratos ligados a moléculas alquilicas capazes de se auto-agregarem em

agua, géis de dextrana reticula, além do efeito isotopico (D,O) para sondar o




efeito da intensidade das ligacoes de hidrogénio em propriedades

macroscopicas.

1.4 Apresentacgdo da tese

Esta tese inicia com os estudos de aspectos macroscopicos das interacdes
intermoleculares 4gua-carboidratos. No Capitulo 2 é mostrado como a
estrutura quimica e o tamanho dos carboidratos afetam suas solubilidades e
qual a relacdo entre estas propriedades e a intensidade das ligacdes de
hidrogénio sondadas pelo efeito da substitui¢ao isotopica de H,O por D,0. O
Capitulo 3 continua a tratar do efeito isotopico, no entanto, lancando mao de
um polissacarideo regular, a K-carragena, que possui a capacidade de
submeter-se a transicoes coil-helix e formar termogéis. Este sistema ¢é
particularmente interessante para sondar o efeito isotopico devido a
cooperatividade das transi¢oes novelo-hélice, e as consequéncias sobre
propriedades macroscépicas como mdédulo eldstico e entalpia das transicoes
coil-helix.

Os aspectos moleculares das interagcdes dgua-carboidratos basearam-se
exclusivamente nos estudos de relaxacdo nuclear magnética. Para tanto, é
apresentado no Capitulo 4 uma introducdo a técnica de RMN com seus
principios basicos, bem como as causas moleculares dos fatores que afetam os
tempos de relaxacdo. Na sequéncia, € apresentado no Capitulo 5 o estudo de
relaxacdo nuclear magnética dos processos dindmicos de trocas protOnicas
entre as moléculas de d4gua e uma série de carboidratos. Além dos aspectos de
dindmica dos movimentos moleculares, também sdo apresentados, pela

primeira vez, resultados sobre as diferengas de capacidade de trocas protonicas




entre as formas glicopiranosidea e frutofuranosidea. Mais aspectos dinamicos
sobre estes sistemas sdo apresentados no Capitulo 6, porém, empregando-se
um técnica de RMN em duas dimensodes, a relaxometria de correlagdo cruzada
no dominio do tempo. Os resultados dos Capitulos 5 e 6 fornecem evidéncias
de que numa solucdo aquosa de sacarideos, as moléculas de dgua interagem
preferencialmente com os protons OH e negligenciavelmente com os protons
CH. Os aspectos conceituais e dinamicos do Capitulo 6 sdo estendidos para
sistema micro estruturados de géis (sephadex®) formado pelo polissacarideo
reticulado dextrana. Foi possivel mostrar que, mesmo em regime de saturagao
de dgua, ndo h4 evidéncias de moléculas de 4gua com comportamento de bulk,
devendo, portanto, estar envolvidas em fortes ligacdes de hidrogénio na
camada de hidratacdo. Por fim, a discussdo sobre os aspectos moleculares das
interacOes dgua-carboidratos sdo encerrados com o sistema modelo formado
por n-alquil-glicosideos em solu¢des aquosas. Como este sistema forma
agregados moleculares em condi¢des termodinamicas especificas, os modelos
e conhecimentos dos processos de troca quimica estudados nos capitulos
anteriores sdo empregados para o estudo das consequéncias do processo
agregativo sobre as interacdes dos grupos OH dos sacarideos com as
moléculas de dgua. De forma inédita, foi possivel mostrar experimentalmente,
dentre outros aspectos, que os grupos OH destes n-alquil-glicosideos tornam-
se menos disponiveis para interagir com as moléculas de dgua quando estes
passam de unimeros livres em solucdo para agregados micelares. Este
resultado corrobora com resultados recentes de simulacdo por dindmica

molecular.
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Capitulo 2

Efeito Isotdpico do Deutério sobre a

Solubilidade de Carboidratos

Relative Difference of Solubility (%)

11




12




2.1. Introducgdo

Solucdes aquosas de carboidratos constituem sistemas de grande importincia
em processos biolégicos como reconhecimento molecular'” e crio-
preservacdo,” servem como fontes de energias renovaveis,’ e como matérias
primas para as industrias quimica e de alimentos,” dentre outras. Do ponto de
vista molecular, estes aspectos estdo associados ao alto carater hidrofilico das
moléculas de carboidrato. Os sistemas H,O-carboidratos apresentam ligacdes
de hidrogénio intensas e altamente localizadas e, por isso, a estrutura
molecular dos carboidratos podem impor maiores ou menores restricoes a
hidratacdo, dependendo da estereoquimica e do tamanho das moléculas de

. 6-12
carboidrato.

Um claro exemplo entre estrutura molecular e propriedade
macroscopica € encontrada no caso das trés formas nativas das ciclodextrinas,
as quais apresentam as seguintes solubilidades: 0,121; 0,002 e 0,168 mol L'a
298K, respectivamente para alfa (6 unidades), beta (7 unidades), e gama (8
unidades) de glicose.”” Embora o processo solubilizacdo dos carboidratos em
agua pode ser pensado como simples e bem conhecido, ele ainda estd longe de
ser completamente entendido. A insercdo dos carboidratos na dgua perturba a
estrutura das ligacdes de hidrogénio,'* e estas, por seu turno, provocam
alteracdes nas conformagdes dos carboidratos.”” No caso do D,O, sua menor
energia vibracional do nivel quantico fundamental (zero-point energy) faz
suas ligacdes de hidrogénio mais intensas e mais localizadas do que em H,0.'°
Como consequéncia, a quebra de ligacdes de hidrogénio em D,O requer (em
excesso) mais altos valores de entalpia (0,96 kJ mol™) e resulta em maiores
aumentos de entropia (2,59 J K™ mol™") do que os correspondentes valores em
H,0.""" O efeito isotépico do D,O sobre proteinas, células e tecidos vegetais

e animais tem sido amplamente estudados e alguns dos principais resultados

N ) . 20
sao resumidas na revisao de Kushner e colaboradores.”™ Em resumo, a
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substitui¢do isotopica da agua por D,O aumenta a estabilidade de proteinas e
algumas vacinas como poélio, abaixa a atividade anti-congelante de
glicoproteinas de peixes polares e inibe a mitose em muitos tecidos de

vegetais e animais, etc.

Em relagdo a solubilidade, para solutos apolares pequenos como gases nobres
e metano, as solubilidades sdo surpreendentemente mais altas em D,0O do que

21,22
em H,O.”"

Por outro lado, para moléculas apolares grandes € observada uma
tendéncia oposta.23 A solubilidade das ciclodextrinas (carboidratos) sao cerca
de 40% (m/m) mais baixa em &gua pesada, e este efeito € atribuido a
intensificacdo do efeito hidrofébico (associado as cavidades).B Para solutos
hidrofilicos este cendrio € um pouco menos previsivel. Por exemplo, para
aminodcidos como glicina e alanina, as solubilidades sdo maiores em DO,
enquanto prolina é mais soldvel em H,0.** Para o polissacarideo k-carragena,
um soluto hidrofilico, a gelificagdo (transicdo coil-helix e posterior agregacao
das duplas hélices) ocorre em temperaturas mais baixas. Além disso, a
substituicdo isotopica D,O/H,0, faz com que as duplas hélices formadas
sejam mais estdveis termicamente e mecanicamente gerando géis mais
elasticos e resistentes® como serd detalhado no préximo capitulo.

Neste capitulo é apresentado e discutido um estudo comparativo da
propriedade macroscopica solubilidade, de uma série de mono, di, tri e
oligossacarideos ciclicos em dgua leve e pesada a diferentes temperaturas. O
principal objetivo € o estabelecimento de correlagdes entre as estruturas

moleculares dos carboidratos estudados com suas respectivas solubilidades

nos dois solvente.

14




2.2. Materiais e Métodos

2.2.1. Materiais

Todos os carboidratos deste estudo foram comprados da Sigma-Aldrich: D-
(+)-glicose (99,5%), D-(+)-xilose (99%), D-(+)-maltose (99%), sacarose
(99,5%), D-(+)-rafinose (98%), e alfa-ciclodextrina, o-CD, (99%).
Previamente as medidas de solubilidade os acucares foram secos em
dessecador usando P,0Os e a quantidade de dgua de hidrata¢do foi removida e
verificada por andlises elementares (CHNO). A 4gua utilizada em todo estudo
foi deionizada de padrao MilliQ (18,2 M(1) e a dgua deuterada foi adqurida da

Sigma-Aldrich com pureza atdmica em Deutério superior a 99,9%.
2.2.2. Medidas de solubilidade

As solugdes aquosas (H,O ou D,0O) dos carboidratos foram preparadas com
excesso de soluto (%em/m aproximadamente 10% maior do que a solubilidade
em H,O na temperatura de referéncia) para obter solucdes saturadas em
equilibrio com as respectivas fazes solidas. As amostras foram preparadas em
tubos de vidros e lacradas em cada uma das seguintes temperaturas (25, 27,
29, 30, 32, e 35) °C e deixadas sob agitagcdo constante ao longo de 10 dias. Foi
observado que para tempos superiores a cinco ou 6 dias as concentragoes de
acucar nas fases liquidas ndo mais apresentavam variacdo com o tempo. Nos
experimentos contendo D,0O como solvente, foram tomados cuidados especiais
(reducdo do tempo em que os tubos permaneciam abertos, as amostras foram
envoltas em ambientes isolados para evitar o contato direto do frasco com os
vapores de &dgua do banho termostdtico) para evitar trocas quimicas
deutério/préton indesejaveis. Apds o tempo de equilibrio em banho as
amostras foram filtradas com filtro (didmetro de 0,22um) e centrifugadas

(centrifuga Eppendorf 5804R) a 5000 rpm por 30 minutos em cada
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temperatura de interesse. Em seguida os sobrenadantes foram filtrados
novamente usando filtros similares e os sobrenadantes foram adequadamente
diluidos para as concentragdes Otimas dentro da regido da curva padrio e as

quantificacoes feitas por meio de refratometria (Abbe NAR — 1T).

2.3. Resultados e Discussdo

2.3.1. Solubilidade e tamanho molecular

Os valores de solubilidade determinados juntamente com o0s respectivos
valores de referéncia para os carboidratos em H,O e D,O a 298 K sao
apresentados na Tabela 2.1. Também sdo apresentadas as estruturas
moleculares.

A comparagdo dos valores de solubilidade medidos em H,O com aqueles
encontrados na literatura estdo em Otima concordincia dentro dos erros
experimentais indicando que a metodologia usada neste trabalho é adequada
para o estudo das diferencas de solubilidade em agua leve e pesada.

Para todos os agucares os valores de solubilidade sdo sempre menores em
D,0, porém as diferencas sdo mais significantes para moléculas maiores. O
resultado para os isdbmeros D-maltose e D-sacarose indicam que diferencgas na
estrutura molecular implicam em diferengas de solubilidade e mais ainda, no
efeito isotopico comparativo entre os dois solventes. As maior diferenca de
solubilidade observada, como ja reportado na literatura, € observada para a a-

CD.
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Tabela 2.1: Valores de solubilidade dos carboidratos em H,O e D,O a 298K
expressos em percentagem madssica (massa do carboidrato/massa total de solugdo).
As estruturas moleculares sdo apresentadas esquematicamente e niao se referem as
conformacdes em solucdo. Os valores referéncia em H,O sdo indicados entre
paréntesis.

Solubilidade (% m/m) Diferenca

relativa
Carboidrato Estrutura molecular H,O D,O (%)
. 54.6t£ 0.9
D-Xilose 0 6  00.9%09 6.8
OH "oH (55.04)
, U, 50.0 +0.3
D-Glicose HO&OH e 476102 4.8
on (50.5)
OH
oM
o ) 65.6 %1
D-Sacarose OHO OH g 02.4%0.8 4.9
O (66.8)
HOHO

OH

Ho/m on 42.0+0.4
D-Maltose Ho N & 359+04 14.5
o}
[0} OH

0 (42.67)%°

HO

OH OH

A
16.7+0.1
m@t (16.86)"

- 132+0.1 73+02
a-CD . 44.7
(11.36) (7.05)

%ﬁ

*Calculados de dados da literatura

Raffinose 14.5+04 13.2

Os resultados da Tab. 2.1 sugerem que, para o grupo de agticares altamente

soldveis, a diferenca relativa de solubilidade entre os dois solventes é menor.
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Para o grupo dos acticares pouco soluveis, por outro lado, estas diferencas sdao
grandes e esta tendéncia também € observada para a D-maltose com
solubilidade intermedidria. Contudo, deve-se ressaltar que, devido as
diferencas intrinsecas de massa molar e densidade entre H,O e D,O, as
comparagoes de solubilidades nestes dois solventes ndo sdo bem descritas
através de concentracoes em percentagem massica. Ao invés disso, a
expressao da solubilidade em termos de mols de carboidrato por 100 mols de
agua indica diretamente os efeitos isotopicos sobre a solubilidade. O grafico
das solubilidades dos carboidratos (em base molar) nos dois solventes sao
apresentados na Figura 2.1 em diferentes temperaturas. Como esperado, as
solubilidades aumentam com a temperatura para todos os carboidratos. As
solubilidades sdo praticamente as mesmas em H,O e D,0O para o grupo dos
acucares muito soluveis (xilose, glicose e sacarose), mas para 0s agucares
menos soldiveis as solubilidades sao mais baixas em D,O (inclusive maltose

com solubilidade intermediéria).

O efeito da substitui¢cdo isotopica D,O/H,0O pode ser melhor representada pelo

parametro Sj expresso pela Equacao (2.1)

SDZO(T) - SHZO(T)} % 100 1)

5p(%) ={ S0 (D)

Em que Sy,o(T) e Sp,o(T) sdo as solubilidades dos carboidratos em H,O e
D,0, respectivamente, em funcdo da temperatura e expressas em base molar.

Os valores de S, para os carboidratos € apresentado na Figura (2.2).
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Figura 2.1: Solubilidade dos carboidratos expressas em mols de caboridrato por 100
mos de solvent em H,O (simbolos vazados) e em D,O (simbolos cheios) em funcio
da temperatura para os carboidratos: D-xilose (quadrado); D-glicose (circulo);
sacarose (triangulo para cima); D-maltose (triangulo para baixo); rafnose (losango);

e a-CD (pentdgono).

Temperature / K
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Figura 2.2: Efeito isotépico D,O/H,0 sobre a solubilidade (dados Figura 2.1) dos
acucares em diferentes temperaturas para os carboidratos: D-xilose (quadrado); D-
glicose (circulo); sacarose (triangulo para cima); D-maltose (triangulo para baixo);
rafinose (losango); e a-CD (pentdgono). As linhas servem apenas de guia para os
olhos.

Os valores de S sao proximos a zero para o grupo dos aguicares mais soldveis
e tornam-se mais negativos 4 medida que a solubilidade dos agucares diminui
alcancando um valor de -40% para a o-CD. Curiosamente, para este
carboidrato o efeito isotdpico apresenta uma concavidade negativa na faixa de
temperatura estudada. Embora a correlagdo entre a solubilidade em agua (H,O
e D,O) e Sp(%) seja clara, é necessdrio uma consideracdo sobre o efeito das
trocas H/D nas solucdes dos carboidratos em dgua deuterada. Quando um
carboidrato € solubilizado em DO, os prétons dos grupos hidroxilicos podem
ser trocados por atomos de deutério de acordo com o processo esquematico:

0 0
OH + D20

OD + HDO
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Em principio, todos os grupos hidroxila do carboidrato podem trocar protons
por atomos de Deutério do D,O. Para se ter uma ideia do quao pronunciado é
este efeito sobre o processo de solubilizacdo pode-se considerar que a reagcao
acima ocorre com a mesma eficiéncia da reagdo de formacdo do HDO
(H,0 + D,0 = 2HDO K = 3,82)’* a 298K. Deste modo a formagio do
HDO € um processo favoravel e é esperado que havera moléculas de HDO na
solucdo final. A energia coesiva da mistura HDO + D,0 € menor do que D,O
puro. Assim, as solubilidades poderiam ser ainda mais baixas se o solvente
deuterado ndo tivesse prétons em sua composicio. E esperado que a
quantidade de HDO formado seja maior no caso dos carboidratos mais
soliveis. Considerando que a reacdo de formagcdo de HDO ocorra com um
rendimento de 100%, o pior cendrio ocorreria para a solu¢do de sacarose que
apresenta a maior solubilidade. Neste caso, considerando que todos os prétons
trocaveis estdo envolvidos nas reacdes de troca protdnica, a solugdo final seria
uma mistura estimada em 75% de moléculas de dgua na forma HDO e 25%
na forma D,0. Esta consideracdo € um caso limite de uma constante de reacdo
infinitamente grande, no entanto esta abordagem mostra que na pior situacao
nao haveria a presenta de H,O na mistura, ou se houver, estaria em tracos. A
determinacdo das solubilidades dos carboidratos deuterados seria um
interessante objeto para estudos futuros.

A inser¢do de uma molécula de soluto na estrutura da dgua liquida provoca o
rompimento da rede tetraédrica de liga¢des de hidrogénio, e neste processo ha
um custo energético entélpico-entrépico.” Deste modo, a formagio de uma
cavidade em D,O requereria uma maior energia livre devido a sua maior
energia coesiva em relacdo a H,O. O marcante abaixamento de solubilidade da
o-CD devido a substitui¢do isotépica H,O/D,O tem sido atribuida a
intensificacdo do efeito hidrofébico, uma vez que o interior destes

) . - ) . oy 13
carboidratos ciclicos sao consideravelmente hidrofdobicos.” No entanto, em
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vista dos resultados obtidos para os carboidratos sem nenhuma parte
hidrofébica, como maltose e rafinose, a explicacdo prévia baseada no efeito
hidrofébico ndo se aplica. Algumas anélises podem ser feitas considerando o
nimero de moléculas de dgua de hidratacdo por molécula de carboidrato no
limite de solubilidade (definido aqui como Rg). Na Tabela 2.2 sdo
apresentados os valores de Rg a 298 K. Os valores de Rg para D-xilose e D-
glicose sdo aproximadamente 7 e 10, respectivamente. Estes valores sdo
proximos dos ndmeros de hidratacdo, Ry, (6,4 para D-xilose e 7,2 para D-
glicose) obtidos em diluicdo infinita.”* Para os carboidratos “pequenos” (mais
soliveis) os valores apresentados na Tab. 2.2 para Rg e Ry sdo proximos. Este
¢ um indicativo de que a presenca das moléculas dos carboidratos induz
apenas pequenas perturbacoes na rede de ligagdes de hidrogénio da d4gua como
verificado por Mason e colaboradores.”® Para os carboidrato moderadamente
ou pouco soluveis como D-maltose, rafinose, e principalmente o-CD, como
mostrado na Tabela 2.2, os valores de Rg sdo consideravelmente maiores do
que Ry. Por exemplo, no caso da o-CD, R, é aproximadamente 58,
enquanto no equilibrio de solubilidade existem cerca de 356 moléculas de
agua por molécula de a-CD, e esta diferenga € ainda maior quando o solvente
¢ D,0. Estes resultados sugerem que as perturbacdes causadas pela insercao
de moléculas grandes e pouco soluveis se estende além da primeira camada de
hidratacdo. Como D,0 possui uma maior energia coesiva, o ajuste das
moléculas de rafinose e a-CD em sua rede de ligacOes de hidrogénio € ainda
mais dificil (Rg > 600). Nos imaginamos que explicagdes em nivel molecular
destes efeitos podem ser extraidos de simulagdes de dinamica molecular,
porém, considerando efeitos quanticos para computar as diferengas entre H,O

€ DQO
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Tabela 2.2: Nimero médio de moléculas de dgua (H,O ou D,0O) ao redor de cada
molécula de carboidrato no limite de solubilidade (Rg). Os valores dos nimeros de
hidratacdo, Ry, dos carboidratos em solucdo aquosa em dilui¢ao infinita obtidos da
literatura também sao apresentados.

Carboidrato Solvente Rg ( Medido) Ry (Literatura)
H,0 6.93 +0.05 6,4°% 6,8 %
D-Xilose
D,0 7.23 +0.06
H,0 10.00 +0.03 7,234 8.4° . 8 8%
D-Glicose
D,0 9.90 + 0.02
H,0O 9.96 + 0.05 13,3°%:13,9°
D-Sacarose
D,0 10.30 + 0.05
H,0 262 +0.1 14,59 18,5°°
D-Maltose
D,0 30.5+0.2
H,0 139.7 +0.7 30,78
Rafinose
D,0 149 +3
H,0 356 +2 57,577
a-CD
D,0 620 + 14

2.3.2. Entalpia de solucdo

A partir dos valores de solubilidade em diferentes temperaturas, as entalpias
de solucdo, Ag,;Hy, nos dois solventes H,O e D,0O e a temperatura T, foram

determinadas a partir da equacao de van’t Hoff na forma

(2.2)

dlnx
Ay Hy = RT2< S)
P

aT
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sendo x5 a solubilidade do carboidrato expressa em fragdo molar, o subscrito
P indica pressdo constante e os demais termos t€m seus significados tipicos
em termodinamica. Os valores de Ag,; H,9g ¢ s30 mostrados na Tabela (2.3).
Os valores encontrados para os carboidratos em H,O estio em boa
concordancia com os valores da literatura mesmo quando comparados com
valores determinados calorimetricamente. Ja os valores em D,O sao
apresentados pela primeira vez neste trabalho. A diferenga (AgyHp, 0,208k —
Aso1Hp,0,208 k) apresentada na Tabela 2.3, representa a entalpia associada a
transferéncia de um mol de carboidrato de H,O para D,O, a 298 K, no limite
de solubilidade de cada carboidrato.

A energia associada a solubilizacdo envolve a ruptura das interacdes
intermoleculares entre as moléculas de carboidratos e as moléculas de dgua
com elas proprias seguida pela formagdo de novas interagdes entre as
moléculas dos dois componentes. A energia de rede do carboidrato na forma
cristalina é grande e dominante em relagdo ao processo de solubilizacdo. O
resultado disso € que para todos os carboidratos as energias de solubilizacdao
determinadas calorimetricamente sdo positivas. Porém, o mesmo processo de
solubilizacdo realizado com os carboidratos s6lidos em estado vitreo fornece
entalpias de solugdo negativas.”

A energia de transferéncia (de H,O para D,0) obtida para os agucares muito
soliveis ocorre com aumento de entalpia, enquanto uma tendéncia oposta €
verificada para os carboidratos menos soluveis, maltose e rafinose.
Curiosamente, para a-CD o comportamento ndo € o mesmo dos aclcares
pouco soluveis. Para os agucares muito soluveis os valores positivos para
transferéncia podem ser uma consequéncia de romper interagdes entres os
grupos OD com as moléculas de dgua (D,0) e formar novas ligacdes de

hidrogénio envolvendo dtomos de hidrogénio no lugar dos dtomos de deutério.
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Tabela 2.3: Entalpia de solu¢do dos carboidratos em H,O (AgoHpy298) € DO
(Aso1Hpy 298) determinadas a 298 K a partir da equagdo de van’t Hoff. Os maximos
desvios relativos das entalpias de solu¢do sao menores que 10%. Os valores das
entalpias de solucdo para os carboidratos em H,O obtidos da literatura e também as
entalpias de transferéncia (A5 Hp,0,208x — BsotHH,0,208 k) também  séo

apresentados. Todos os valores sdo apresentados em k | mol™?.

Entalpia de solucado

Carboidrato Aso1Hp,0 — AsorHp,o
H20 DZO
9.5
D-Xylose 13.1 +3.7
(8.92 +0.02)*
19.9
D-Glucose (19 5)31 21.5 +1.6
8.2
Sacarose 9.8 +1.6

(5.95+0.1)*

20.7
Maltose 3 17.4 -34
(15.6£0.1)
46.1
Rafinose 3 40.8 -53
(52.2+0.13)
23.7
a-CD . 29.5 +5.8
(25.6 +£0.7)

Como as ligacdes de hidrogé€nio envolvendo dtomos de deutério sao mais
intensas, a transferéncia do carboidrato requer um custo entélpico. A entalpia
de transferéncia torna-se cada vez menor com o aumento do sacarideo ficando
negativa para os carboidratos pouco soliveis. Neste caso, ndo apenas as
moléculas diretamente ligadas aos carboidratos que afetam o comportamento
de solubilizacdo, mas também as camadas adjacentes de moléculas do

solvente.
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O estudo comparativo das entalpias de diluicdo destes carboidratos nos dois
solventes forneceria mais insights sobre os processos interacionais das

moléculas de d4gua com os carboidratos.

2.4. Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo permite concluir que as solubilidades dos
carboidratos s@do menores em D,O em relacdo a H,O, porém estas diferencas
tornam-se perceptiveis e sdo intensificadas para carboidratos menos soluveis.
Os resultados para mono, di, tri e oligossacarideos sugerem que o efeito
1sotopico sobre as solubilidades podem estar relacionadas a acomodacdo das
moléculas do soluto na estrutura da dgua. Para as moléculas pequenas os
encaixes sdo mais ficeis e mais precisos com baixas restricdes espaciais e
estruturais das moléculas de dgua. Para carboidratos maiores € menos soliveis
as perturbacdes na estrutura da 4gua se estendem além da camada de
hidratacdo. Portanto, a maior energia coesiva do D,O resulta em menores

solubilidades neste solvente.
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Capitulo 3

Efeito Isotopico do Deutério na Transicao
helix-coil da x-carragena

D,0 induz formacdo de agregados menores porém em maior nimero e mais fortes
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3.1. Introducdo

Diferencas marcantes em propriedades macroscopicas emergem como
consequéncia da substituicdao isotopica (H por D) da dgua. A mais baixa
energia do nivel quantico fundamental vibracional da molécula de D,O em
relacdo a H,0, resulta em ligacdes de hidrog€nio mais intensas e mais
localizadas.! Tais diferencas influenciam uma ampla gama de fendmenos
moleculares em solucdo desde solubilidade de gases,”® formacdo de
complexos supramoleculares,”’ folding® e biding’ de proteinas, formacgio e
propriedades de bicamadas lipidicas® e ainda na regulacio do crescimento de
organismos vivos.’

Como mostrado no Capitulo 2 desta tese, mesmo propriedades macroscopicos
de solutos hidrofilicos sdo sensiveis a substituicdo isotdpica (H por D). Neste
estudo foi mostrado haver uma correlagdo entre a intensidade do efeito
isotépico com o tamanho e a solubilidade do carboidrato em questdo.'® Quanto
menos solivel e quanto maior a molécula do carboidrato, mais intenso e
perceptivel se torna o efeito da substituicdo de H,O por D,O. Em outras
solucdes de carboidratos ciclicos o efeito isotopico sobre a solubilidade t€m
sido atribuido a intensificagcdo do efeito hidrofébico uma vez que o D,0O
apresenta uma maior densidade de energia coesiva.'' Este efeito também afeta
a agregacao de n-alquil-B-D-glicosideos induzindo um aumento do ndmero de
agregacio, porém, ndo alterando a concentracdo micelar critica.'

No sentido de obter uma compreensdo mais ampla do efeito isotépico nas
propriedades de carboidratos em solugdo, estudou-se neste capitulo a
influéncia do efeito isotépico num carboidrato polimerico, a K-carragena
(daqui em diante designada por k-C). A k-C € um polissacarideo formado pela

unidade repetitiva 3-fB-D-galactopiranose-4-sulfato ligado a 4-3,6-anidro-o.-
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galactopiranose. Sob certas condi¢oes termodinamicas, as cadeias moleculares
da k-C sofrem uma transicao coil-helix formando duplas hélices seguida da
posterior agregacdo delas e levando a formacdo de um gel. Na Figura 3.1 é
mostrada uma representacdo esquematica das mudangas conformacionais das
cadeias da k-C durante a transi¢do sol-gel (baseado na ref."’) bem como a

formula molecular de sua unidade repetitiva.

Sol

Figura 3.1: Representacdo esquemadtica das mudangas conformacionais das cadeias
de k-carrageenan durante a transicdo de novelos aleatdrios para duplas hélices com
posterior agregacao das cadeias no processo sol-gel (figura adaptada da Ref. 13 ).

O elemento fisico dos pontos de juncdo no gel de k-C estd associado a

formacdo de duplas hélices e a subsequente juncido delas (duas ou mais) em
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estruturas maiores chamadas de super hélices ou zonas de juncdo.'*” A
gelificacdo neste caso pode ser pensada como um processo dirigido
parcialmente pela micro-cristalizagdo, que durante a evolu¢ao do gel, grandes
restrigdes estéricas e conformacionais reduzem a propagagao e a agregacao de
maiores dominios. Na literatura muitos estudos envolvendo as transi¢des sol-
gel da x-C tém sido realizados avaliando-se o efeito da concentracdo, da
presenca de eletrélitos especificos e da forca idnica.'*'®'® Contudo, poucos
estudos foram realizados no sentido de se obter um melhor entendimento do
papel exercido pelas moléculas dos solvente na gelificacdo da k-C. Rochas e
Rinaudo'* mostraram que em dimetilsulféxido e em formamida as cadeias de
k-C formam apenas hélices simples. J& Ramakrishnan e Prud’homme"
verificaram que em glicerol e em sorbitol hd a formagdo de duplas-hélices,
entretanto, sem a posterior agregacao delas. Estes ultimos autores concluiram
que a formagdo das zonas de juncdo sdo extremamente dependentes da
permissividade elétrica do solvente e, portanto, o processo de agregacdo €
dirigido principalmente por interacoes couldombicas.

Neste capitulo sdo apresentados os resultados de um estudo comparativo da
transi¢do sol-gel da k-C em H,O e em D,0, no qual pequenas diferencas na
densidade de energia coesiva entre estes solventes levam a grandes diferencas
no estado final dos géis. Em dgua pesada, os moédulos eldsticos (G'),
determinados por medidas reoldgicas, sdo significantemente maiores do que
aqueles em H,O. A interpretacdo molecular deste processo € corroborada por

medidas de rotacdo Optica e por calorimetria diferencial de alta sensibilidade

(micro-DSC).
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3.2. Materiais e Métodos

3.2.1. Materiais

A goma carragena contendo predominantemente a forma kappa e
majoritariamente os cdtions K* como contra fons, foi adquirida da Sigma-
Aldrich e utilizada sem maiores purificagdes. Os teores dos fons Na* e K*
foram determinados usando um fotometro de chama (Digimed DM 62), e suas
respectivas concentracoes foram 0,26 e 7,7% (m/m) ja presentes na k-C. D,O
(Aldrich com 99,9% em pureza atdmica) usado sem mais tratamentos e H,O
(de padrao MilliQ, 18,2 MQ cm’l) foram utilizados como solventes em todos
os estudos. KC1 (Merker) foi utilizado como fonte de fons K* nas solu¢des de

k-C em diferentes forc¢as i0nicas.

3.2.2. Preparo de solugcoes e medidas reologicas

Os géis de k-C foram preparados nas concentragdes % (m/m): 0,554; 0,750 e
1,000 em H,0O; e 0,500; 0,678 e 0,904 em D,0. Estas concentracdes
correspondem respectivamente a 15,9; 21,5 e 28,7 x 10° mol L™ (em termos
de unidade dissacaridea). O efeito especifico do cation potéssio foi estudado
em trés diferentes concentra¢des totais de K* (30, 50 e 90 mM) mantendo-se
fixas as concentragdes de k-C em 0,554% e 0,500% (m/m) em H,O e DO,
respectivamente. As diferengas nas concentracdoes massicas (cerca de 10,04%
mais concentradas em H,O) surge como maneira de gerar solugdes finais com
concentracoes na mesma razdo molar e € devido as diferencas de
empacotamento molecular entre H,O e D,0. O teor de K" pré-existente nas
amostras de k-C foi de aproximadamente 10 mM e este foi computado para

obteng¢do da concentragdo final de fons potdssio.
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As solu¢des foram aquecidas na faixa de temperatura de 60 — 70 °C e mantida
nesta faixa por até 2h para destruir todas as conformagdes helicoidas das
cadeias de k-C. Os géis foram preparados a partir do resfriamento, de forma
lenta até 20 °C, das amostras previamente aquecidas e mantidas a temperatura
de 20 °C por um tempo total de 24 h previamente as medidas. Para obten¢ao
dos reogramas foi utilizado o redmetro (Rheo-Stress 1, Thermo-Haake),
empregando-se tensdes de 0,8 e 1,9 Pa para os géis em H,O e D)0,
respectivamente, a fim de garantir que as medidas fossem realizadas no
regime de viscoelasticidade linear. Em todas as medidas foi utilizada uma
geometria placa-placa de titanio, com 35 mm de didmetro com um gap de
1,000 mm. As amostras foram preparadas e as medidas foram realizadas todas
em 4 réplicas independentes e os valores dos mddulos apresentados sdo as

médias.
3.2.3. Medidas de rotacdo optica

Os angulos de rotacdo Optica dos sistemas em dgua leve e pesada foram
medidos num polarimetro Perkin-Elmer usando lampada com comprimento de
onda de 365 nm e cela com caminho 6ptico de 100mm. As medidas foram
realizadas na faixa de temperatura entre 10 e 60 °C e a taxa de variacdo da

temperatura foi de 0,5 °C min™".

3.2.4. Medidas calorimétricas

As curvas de varredura calorimétrica para os geis de k-carrageenan foram
realizadas no calorimetro diferencial de varredura de alta sensibilidade (VP-

DSC, Microcal Inc.). O volume da cela calorimétrica (~0,5047 mL) foi

preenchido com as solugdes de k-C e a cela de referéncia foi preenchida com
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o respectivo solvente (H,O ou D,0) sempre a uma temperatura igual ou
superior a 50 °C para evitar o processo de gelificacio durante o
preenchimento. As amostras foram submetidas a trés ciclos de
aquecimento/resfriamento (5 - 60 °C) a uma taxa de 10 °C h™'. Para cada
amostra o primeiro ciclo foi descartado por ainda poder conter uma pequena

fracdo de conteudo helicoidal.

3.3. Resultados e Discussdo

O comprimento da ligagio D—O é cerca de 3% mais curto do que o H-O' e,
por isso, a transicdo sol-gel da x-carragena € adequada para sondar as
diferencas entre H,O e D,O uma vez que longos segmentos submetem-se a
transi¢do coil-helix e precisam se ajustar a estrutura da dgua. A diferenca
relativa na intensidade das interagOes soluto-solvente pode ser ainda mais
significante no caso de uma solucdo de k-C, uma vez que a transi¢ao coil-helix
€ um processo cooperativo e transi¢cdes conformacionais de segmentos fazem
com que segmentos adjacentes fiquem mais susceptiveis as mudangas
conformacionais.®”® Além disso, as transicdes de cadeias enoveladas para

duplas hélices sdo induzidas pela presenca de eletrdlitos especificos como K,

CS+ e Rb+.16,21
3.3.1. Efeito isotopico sobre o comportamento reologico

A Figura 3.2 apresenta a comparagao entre os mddulos eldstico (G') e viscoso
(G'") como uma fungéo da frequéncia de varredura para os géis em diferentes
concentragdes de k-C (Fig. 2a-c) e de K" (Fig. 2d-f), a 20 °C em H,O

(simbolos vermelhos) e D,O (simbolos azuis). Os valores dos mddulos

38




elasticos sdo praticamente independentes da frequéncia de cisalhamento. Para
e / ~ . ~ .

os géis em D,0O, os valores de G’ sdo superiores em relagdo aos respectivos

valores em H,0O, independentemente da concentracio de unidades

dissacarideas de x-C e de fons K. Este fato mostra, de forma clara, que a

substituicdo isotopica do solvente (H,O por D,0O), provoca mudancas

marcantes nos géis da goma k-carragena.

Do ponto de vista reoldgico, os mais altos valores de G’ podem ser atribuidos:
(1) ao maior grau de reticulagdes, (i1) ou a maior rigidez dos pontos de jun¢ao
e/ou a existéncia de cadeias mais rigidas.

O elemento de reticulagdo nos géis de k-C é devido a formacdo de duplas
hélices e a posterior agregacdo formando zonas de jun¢ao. Como esperado, os
valores de G' aumentam com o aumento da concentracdo de unidades
dissacarideas de x-C e de fons K'. Estes dois fatores podem atuar
concomitantemente, pois o aumento da concentracdo de cadeias aumenta a
probabilidade de formacdo de reticula¢des, e o aumento de fons K* favorece a

agregacdo das duplas hélices.
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Figura 3.2: Comparacdo entre os médulos eldstico (simbolos vazados) e viscoso
(simbolos preenchidos) para géis de x-C em H,O (estrela vermelha) e em D,O
(circulos azuis), a diferentes concentracdes de k-C (a-c) e de cétions K* (d-f). em
(a), (b) e (c) as de «-C
respectivamente, (15,9; 21,5; e 28,7) x 10° mol L'], contendo apenas o K'

concentracdes de unidades dissacarideas sao,
naturalmente presente na k-C. Em (d), (e) e (f) as concentra¢des totais de fons K*
sdo, respectivamente, (30; 50; e 90) m mol L'l, enquanto a concentracdo de unidades
dissacarideas de k-C permanece fixada em 15,9 x 10° mol L. Os valores sdo

médias de quatro medidas independentes sendo todas as medias realizadas a 20 °C.
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A aplicacdo da simples teoria de elasticidade pode ser considerada para
explicar as diferencas de comportamento dos géis. A teoria prediz que o
modulo da rede, Gy, de géis poliméricos relaciona-se com a massa molar (M,,)
dos segmentos de cadeia entre os pontos de junc¢io da seguinte forma

M
Gy = pckT (E) (3.1)

em que M € a massa molar do polimero, p. é a densidade de cadeias em
~ 7z . N ~ , . , N 22
solugdo e € proporcional a concentracdo, e kgT ¢é a energia térmica.

Assumindo que G' = Gy, a seguinte correlacio pode ser obtida para os géis>:

(Me)1320 _ GN 1,0
(Me)HZO Gnp,0

(3.2)

De acordo com Equacao (3.2), quando comparado nas mesmas concentracoes
molares, a massa molar das cadeias de k-C entre as regides de jun¢do no gel
formado em D,0O parece ser sempre menor do que em H,O. Assim, ha duas
possibilidades para explicar os valores mais baixos para M, em D,0. Ou o
comprimento das duplas hélices ou a densidade dos pontos de reticulagdo, ou
ambos sd0 maiores em dgua deuterada.

Os mecanismos moleculares da transicdo coil-helix e agregacdo das duplas
hélices pode ser extraida da proposta de Tanaka®™ para formacdo de géis cujos
mecanismos envolvem transi¢do de novelos para hélices. De acordo com este
modelo, a formacdo da hélices pode ser maior do que a agregacdo, ou num
cendrio mais complexo, as velocidades de ambos o0s processos sdao
compardveis. Assim, haverd uma competi¢do entre a formacdo e a agregacao
das hélices e o processo global pode ser descrito por dois parametros. O

primeiro estd associado a probabilidade de formagdo de uma hélice (1) de
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comprimento ¢ (Equacgdo 3.3), e o outro estd associado a agregacao das hélices

com uma constante (A;) (Equagdo 3.4).

AA

n; = exp (— ﬁ) (3.3)
A

A; = exp (— kB_f;"> (3.4)

Em que AA; e Af; sdo as energias livres das hélices livres e nos agregados

com um comprimento {, respectivamente, em relacdo aos novelos aleatdrios
em solucdo. Além da formacdo de reticulagdes através de miultiplas
associacoes de duplas hélices, a associagdo de hélices simples também pode
ocorrer. Tanaka refor¢ca que para muitos biopolimeros a separacdo entre os
dois processos € praticamente impossivel de ser feita.

No caso da k-C, os pontos de reticulagdo na estrutura do gel sdo formados pela
agregacio de duplas-hélices como mostrado na Figura 3.1."°"7 No caso da «-
C, muito provavelmente ambos 0s processos ocorrem concomitantemente,
uma vez que € necessdrio um perfeito acoplamentos de duas cadeias para
formagcdo de uma dupla hélice. Como ja é bem reportado, na presenca de
cétions especificos como K*, Cs* e Rb", a agregacdo das duplas hélices ¢é
fortemente favorecida. O teor elevado de K ja presente no gel sem a adigdo
de mais potdssio indica que a formacdo dos pontos de reticulacdo sao
formados pela associacao de duplas hélices de acordo com o esquema Fig. 3.1.
Mesmo com a adi¢do de concentra¢des relativamente altas de K™ (Figura 3.2d-
f) o efeito da substitui¢ao isotdpica sobre os médulos eldstico persistem e isto
indica se tratar de um fendmeno geral induzido pela substituicdo isotopico de

H por D.
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3.3.2. Contetido quiral dos géis em ambos os solventes

O conteudo quiral associado aos centros assimétricos pode, em principio, ser
sondado por medidas de rotagdo Optica, uma vez que o angulo de rotacao
optica da luz polarizada € sensivel a conformacdo dos segmentos da k-C.
Além dos centros quirais dos carbonos assimétricos, ainda h4 a contribui¢ao
do eixo quiral da dupla hélice que eleva o angulo de rotacdo Optica na
presenca de duplas hélices. A Figura 3.3 mostra os angulos de rotacdo optica
para solucdes de x-C em funcdo da temperatura para os g€is nos dois
solventes. Estes experimentos foram realizados a uma concentracdo total de
unidade dissacaridea de 15,9 x 10° mol L e sem a adi¢do de KCI (o que

corresponde a uma concentracio de cdtions Kt = 10 m mol L™1).

1,2
—h— H,O resfriamento
114 —— H,O aquecimento
. ’ —e— D,0 resfriamento
-~ —O— D,0 aquecimento
8 1,0+
a
Ne)
18 0!9 n
On
S
o
o 0,8 -
©
S
g, 0,7 1
c
«<C
0,6 -
T T T T T T T T T T T
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Figura 3.3: Variacdo do angulo de rotagdo dptica para as solugdes de k-C com
concentragio de unidade dissacaridea 15,9 x 10° mol L' sem adicdo do KCI. Géis
formados em H,O (simbolos vermelhos) e em D,0O (simbolos azuis) em funcdo da
temperatura durante os processos de resfriamento (simbolos cheios) e aquecimento
(simbolos vazados).
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Os resultados do grafico revelam em detalhes as mudancas conformacionais
das cadeias de k-carragena em ambos os solventes. Inicialmente a solugdo de
k-C € resfriada a partir de uma temperatura inicial ~60 °C em que as cadeias
do polissacarideo apresentam-se no estado de novelos aleatorios. Nesta
temperatura o angulo de rota¢do Optica em ambos os solventes é praticamente
o mesmo. Na medida em que as amostras sao resfriadas (a uma taxa de 0,5 °C
min), os 4ngulos de rotacio Gptica sdo progressivamente e ligeiramente
elevados até as temperaturas de 24,3 e 27 °C, respectivamente, para H,O e
D,0. Estas sdo as temperaturas criticas, a partir das quais inicia-se 0 processo
de transicdo de novelos aleatérios para duplas hélices e, dai em diante, os
angulos de rotacdo Optica aumentam drasticamente com a diminui¢do de
temperatura. A mais alta temperatura observada para a transicao coil-helix em
D,0 (cerca de 3 °C mais alta do que em H,0) indica, em principio, que a
conformacao helicoidal da k-C inicia sua formac¢ao em energias térmicas mais
elevadas e, por isso, ela seria mais estivel termodinamicamente. Baseando-se
em medidas de difracdo de raios-X, Millane e colaboradores® identificaram a
presenca de uma ligacdo de hidrogénio entre os grupos OH-2 e OH-6 do
residuo B-D-galactose que contribui fortemente para a estabilizacdo da forma
em dupla hélice da x-C. A intensidade da ligacdo de hidrogé€nio em D,O ¢é
maior e, como os protons hidroxilicos estdo em constante processo de trocas
quimicas,” >’ é esperado que a maior parte dos grupos OH da k-C estejam na
forma deuterada. Assim, em D,O h4 uma estabilizacdao adicional da k-C na
forma helicoidal em relacdo a esta conformacdo no solvente H,O levando a
maior estabilizacdo térmica dos géis.

Ap6s a etapa de resfriamento até uma temperatura minima de

aproximadamente 10 °C, os géis foram aquecidos (na mesma taxa do
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resfriamento) at€ o término do ciclo térmico. Neste processo pode ser
observada uma grande e caracteristica histerese térmica em ambos o0s
solventes, a qual € simplesmente uma consequéncia da estabilidade adicional
que as duplas hélices adquirem apds a formagdo dos agregados de duplas
hélices e formacao da estrutura do gel. Mais uma vez, hd uma temperatura
mais elevada em cerca de 3 °C para a transi¢ao gel-sol no solvente D,O.

As curvas de aquecimento possuem dois “ombros”, provavelmente
relacionados com o aumento da energia térmica que promove reorientagoes
dos segmentos os quais estavam aprisionados (impedidos) de assumirem
conformacdes helicoidais devido aos processos agregativos de outras partes
das cadeias. Pode-se especular que os dois ombros estdo associados a
transi¢des coil-helix com duas diferentes barreiras de energia. O ombro
observado em temperatura mais elevada precede a degradacdo das zonas de
juncdo e promove um ganho de conteido quiral devido ao aumento de mais
segmentos em conformagao helicoidal. Apds este ombro, a energia térmica é
suficientemente elevada para promover a desestabilizagdo da conformacgao
helicoidal levando a uma subita queda do angulo de rotacdo Optico até atingir
os valores do inicio do ciclo térmico.

Os valores de G’ foram obtidos a 20 °C (Figura 3.2) e nesta temperatura os
angulos de rotacdo Optica (curva de resfriamento simbolos abertos na Figura
3.3) sdo praticamente os mesmos em H,O e D,0, o que significa que as
diferencas de contetido helicoidal entre os dois solventes sdo insignificantes.
Assim, a hipdtese de os géis de k-C serem mais fortes (maiores valores de G')
devido ao maior contetido helicoidal ndo se aplica. As diferencas nos modulos
de armazenamento entre os géis pode ser associado 4 diferencas na densidade
de agregados de duplas hélices o que parece ser maior em D,0. Oakenfull e

2 f- . .
Scott™ encontraram que géis de gelatina formados em D,0O apresentam maior
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densidade de reticulagdes mesmo quando o conteudo helicoidal é o mesmo
dos géis em H,O. Baseando-se em argumentos termodindmicos estes autores
concluiram que o comprimento dos segmentos de proteina na forma helicoidal
em D,0O s3o mais curtos do que em H,0O. Contudo, em dgua pesada, este efeito
¢ compensado pelo maior ndmero de pontos de reticulagdo e,
consequentemente, maiores modulos eldsticos. As conclusdes dos autores sao
consistentes com 0s nossos resultados obtidos para k-C e assim, podemos
especular que os maiores valores de G’ para os géis em D,O estdo associados

a maior densidade de zonas de juncdo.
3.3.3. Varreduras calorimétricas diferenciais

As medidas de rotacdo Optica fornecem a fracdo relativa de conteudo
helicoidal, porém, nao pode fornecer o conteido de agregados de duplas
hélices. As diferencas de 3 °C observada para ambos os processos (sol-gel/gel-
sol) podem estar associadas a maior estabilidade da k-C na forma de duplas
hélices em 4agua deuterada e também a maior energia necessdria para romper
os agregados. As entalpias para transicao sol-gel em ambos os solventes (na
concentracio de unidade dissacaridea 15,9 x 10° mol L' e [K*]=
10 m mol L™1) foram determinadas por calorimetria de alta sensibilidade e os

resultados sdo apresentados no gréafico da Figura 3.4 e na Tabela 3.1.

46



1,50

- —H.O .
: | 2 aquecimento
9 —D,0 K
§ 0,75 4
[0} i
5
‘2 0,00
5 { [
\E/ 4
S -0,75 H
1S i
-
i‘ -1,50 H
g i
Q
o -2,25 H
-3,00 H
resfriamento
T T T T T

T T T~ T T~ T T T " T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
T/°C
Figura 3.4: Varreduras micro-calorimétricas para o processo de transicdo sol-gel da k-C
em H,O (linhas vermelhas) e em D,O (linhas azuis), na concentracdo de unidade

dissacaridea 15,9 x 10° mol L' sem adicao de KCI. As linhas correspondem a média
de trés corridas de medidas independentes.

Tabela 3.1: Entalpia molar (unidade dissacaridea) e temperatura maxima dos picos
(micro-DSC) em comparagdo com as temperaturas de transicdo obtidas por rotacdo
Optica, associadas as transicdes sol-gel e gel-sol. Os valores de calorimetria
correspondem a média de trés medidas independentes. Em ambas as técnicas

experimentais, a concentracao de unidade dissacaridea foi de 15,9 x 10° mol L™ sem
adicao de KCl.

Temperatura da transi¢do / °C

AH/(k ] mol™) Micro-DSC Rotagdo optica
Solvente Sol-gel Gel-sol Sol-gel Gel-sol Gel-sol Sol-gel
H,0 -6.76 £0.04 68609 23.34+0.01 37.74+0.05 24 37
D,0 -7.89+£0.09 7.6x05 2629+0.01 40.89+0.01 26 39
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Como mostrado na Fig. 3.4, as diferencas de cerca de 3 °C e as caracteristicas
histereses térmicas também aparecem nas varreduras calorimétricas. O eixo
das ordenadas da Figura 3.4 corresponde a capacidade calorifica aparente e
foram obtidas a partir da subtracdo dos valores dos respectivos solventes
puros. Portanto, seus valores sdo o resultado dos processos que ocorrem
apenas com as moléculas do soluto em H,O ou em D,0O. A reversibilidade
térmica e energética do ciclo térmico € bastante evidente com ligeiras
diferencas (< 3%) entre as energias envolvidas nos dois sentidos
(aquecimento/resfriamento). Em ambos os solventes ocorre uma subita
liberacdo de energia durante o resfriamento a partir de uma temperatura
especifica. Este fluxo energético corresponde a transicdo conformacional de
novelos aleatérios em duplas hélices e a posterior agregacdo em zonas de
juncdo. A temperatura em que este processo ocorre € mostrada na Tab. 3.1 e €
identificada como a transi¢do sol-gel. HA uma ligeira diferenca entre os
valores de temperatura obtidos por micro-DSC e por rotagdo Optica. A
precisdao dos valores obtidos por calorimetria s3o bem mais elevadas do que
por polarimetria, particularmente para a transi¢do sol-gel. Como sdo
observados apenas um pico (exotérmico) durante o resfriamento, pode-se,
mais uma vez inferir que os processos de formacdo de dupla hélice e
agregacdo em zonas de juncdo, ocorrem com tempos caracteristicos muito
similares ndo sendo possivel separa-los.

As diferencas de AH, cerca de = 1,13 kJ mol™! para o processo (sol-gel),
podem ser usados para sondar as diferencas advindas da substituicao isotopica
que sao mais energéticas em D,0O. Essa diferenca de entalpia estd associada,
principalmente, 2 mudanca conformacional das cadeias de novelos para duplas
hélices e a agregacdo em zonas de juncdo. Os valores mais energéticos em

D,0 sugerem que durante a formacgdo de duplas hélices sao liberadas maiores
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quantidades de energia. J4 para romper as zonas de jun¢do e duplas hélices
gasta-se em média, 1,13 kJ mol™! a mais em D,O comparativamente ao
mesmo processo em H,O. Este resultado reforca as sugestoes prévias de que o
estado helicoidal em D,0 € mais estdvel energeticamente do que em H,O em

cerca de 15%.

Os resultados obtidos usando as trés técnicas concordam entre si e eles
permitem propor um mecanismo para a gelificagdo da k-C em 4gua leve e

pesada como mostrado no esquema da Figura 3.5.

DO \\Y/ HO>

\\\ /—\’
?

Figura 3.5: Comparacido esquemadtica dos géis formados em D,O e em H,0. Os
elementos de reticulagdo sdo associados aos agregados de duplas hélices. As massas
molares médias entre as jungdes (M, ) sdo mostradas esquematicamente.

As mais intensas ligacOes de hidrogénio formadas em D,0O induzem uma
maior formacao de duplas hélices e de pontos de agregacdo. A velocidade de
gelificacdo € nitidamente mais rdpida em D,O do que em H,O (curvas
cinéticas ndo mostradas). A proposta de gelificacdo que fazemos € a de que
em D,O hd uma maior formacdo de sitios de reticulacio porém, com

comprimentos menores de maneira tal que o conteudo quiral nos dois géis sdao
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idénticos. Assim, as diferencas observadas nos géis sao devidas a maior

quantidade de jun¢des e também de juncdes mais fortes.

3.4. Conclusoes

Os géis de k-C em D,0 apresentam mais altos valores dos moédulos elésticos
(G") independentemente da concentracdo do polissacarideo e da concentragdo
de fons especificos (K*) que induzem agregacdo. A partir de medidas de
rotagdo optica foi demonstrado que na temperatura de estudo dos géis o
contetido quiral (duplas hélices) sdo praticamente os mesmos em dgua leve e
pesada. No entanto, foi encontrada uma diferenca caracteristica nas transi¢oes
sol-gel e gel-sol, sempre mais elevadas em cerca de 3 °C quando o solvente
era D,O. Além disso, as energias envolvidas nas transi¢cdes entre as formas
enovelada e helicoidal sdo mais energéticas em D,O. Isto €, a formacdo de
duplas hélices libera mais energia em dgua pesada e também requerem mais
energias para se romperem (> 15%) do que os mesmos processos em H,O. As
diferencas observadas nos géis puderam ser atribuidas ao maior nimero de
pontos de juncdo nos géis formados em D,0 e também as ligacdes entre os

agregados mais fortes neste solvente.

Por fim, conclui-se que a substitui¢do isotdpica induz significativas diferengas
macroscopicas na solucdo do polissacarideo k-C. As pequenas diferencas na
intensidade das ligacdo de hidrogénio entre H,O e D,0 sao amplificados pela
cooperatividade da transi¢ao coil-helix e foram aqui mostradas pela primeira

VEZ.
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Capitulo 4

INTRODUCAO AOS PRINCIPIOS BASICOS DE RESSONANCIA

MAGNETICA NUCLEAR
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Apresentacdo do fenomeno e da espectroscopia RMN

O fenOmeno de ressonincia magnética nuclear (RMN) foi inicialmente
observado e reportado em 1946, independentemente pelos grupos formados
por Purcell e colaboradores' e por Felix Bloch e colaboradores,” trabalhando
nas extremos leste e oeste dos Estados Unidos. Porém, foi Bloch* o primeiro a
descrever o fendmeno de RMN através de um enfoque semi-classico propondo
as famosas equacgdes que levam seu nome.

Desde entdo um vasto desenvolvimento tedrico e experimental vem sendo
alcancado. Ainda em 1961, outra importante contribui¢do foi dada por Anatole
Abragam em seu tratado Principles of Nuclear Magnetism.” Desde entio esta
obra tém servido de base para trabalhos em RMN de cunho tedrico e
experimental. A espectroscopia de RMN, assim como outras espectroscopias,
baseiam-se na interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria, neste
caso, os spins nucleares. No caso da RMN, a frequéncia da radiacdo situa-se
na regido de radio-frequéncias (r.f.) v (em Hz) ou w (rad s'l). Uma vez que a
energia da radiacdo, hv ou hw, coincide com a diferenca de energia entre os
niveis fundamental e excitado dos spins nucleares, as transi¢des entre os niveis
energéticos ocorrem com absor¢do de fotons na regido de r.f. A volta dos
spins ao estado fundamental ocorre preponderantemente por processos de
relaxacdo ndo radioativos,’ os quais sdo descritos pelos tempos de relaxacio
longitudinal (ou spin-rede) e transversal (ou spin-spin). Estes tempos de
relaxagdo caracterizam a cinética de volta dos spins ao estado fundamental e
estdo relacionados as interacdes dipolares e quadrupolares, as quais sdo
moduladas pelos movimentos moleculares de rotacdo e translacdo. Assim,

através do estudo dos tempos de relaxacdo que, neste trabalho focaram-se
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basicamente na relaxagdo transversal, € possivel estudar processos dinamico-
estruturais dos sistemas formados por dgua-carboidratos.

Para tanto, uma breve introducdo dos principios bdsicos da ressonancia
magnética nuclear e de seus desdobramentos como relaxometria no dominio

do tempo, sdo apresentados nas proximas se¢oes.

4.1. A origem do sinal e a descricdo do fenomeno de

RMN

A propriedade fundamental em RMN € o spin nuclear, ao qual estd associado
o momento angular de spin nuclear, I#. Ao contrdrio do sugerido pelo nome, o
spin nao é devido ao giro, mas trata-se de uma propriedade fundamental da
natureza que tem sua origem em efeitos quanto-relativisticos’ das particulas
elementares, quarks, que constituem os prétons e néutrons do nucleo, e dos
1éptons no caso dos elétrons. O moédulo do momento angular de spin nuclear é
dado por |I| = [I(I + 1)]*/?A, enquanto que sua componente segundo o eixo
Z ¢ definida por um segundo nimero quantico, I, = M;h, sendo M; o nlimero
quantico magnético de spin nuclear. Os nimeros quanticos I e M; sdo
quantizados e podem assumir os seguintes valores; M; = —I,—1 +1,...,1 —
1,1, sendo que I pode ter valores inteiros € meio-inteiros, por exemplo, 1/2
para os niicleos de 'H e "°C, 3/2 para *H, 5/2 para *’Al, somente para citar
alguns. A Figura 4.1 apresenta um esquema do vetor I e sua componente

segundo €ixo z.
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Figure 4.1. Representacdo esquemadtica do momento angular de spin, I, e de sua

. . A -1 (11
componente segundo o eixo z, formando entre si um angulo 6 = cos™! (1_ =
VA

54,74°. No esquema € representado um spin com [ = %no estado M; = +%, e 0 cone

formado por I ao redor do eixo z.

Associado a0 momento angular de spin, 1A, existe um momento de dipolo

magnético p, dado pela equacao:

n=gyg—1 (4.17)

p=yl 4.1)

em que, p € o vetor momento de dipolo magnético de spin nuclear e € co-
linear ao vetor I, e € a carga elementar, g, € o fator g nuclear, my é a massa
nuclear, e y € a razdo giromagnética.

Na presenca de um campo magnético externo homogéneo e estatico, By,
convencionalmente definido como apontando na direcdo ‘z’, a
degenerescéncia dos estados quanticos é rompida e a energia do sistema se
divide em (21 + 1) niveis cujas energias serdo determinadas pelo valor de M,
E=—-pn-By=—yl;.By = —yM;hB,

Este fendmeno é chamado de efeito Zeeman nuclear, e as transicdes entre 0s
seus niveis constituem os fendmenos estudados em RMN.

Na presenca do campo B, a diferenca de energia entre os estados quanticos de

spin Y2 e — Y2 € dado por, AE = yhB,, ¢ as transi¢des ‘permitidas’ pelas regras
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de selecdo sdao: AM; = +1. Neste caso a frequéncia da radiacdo de r.f.

envolvida nas transi¢des € dada por

hv = yhB, (4.2)
Y _.p 4.2'
wo—zn—yo (4.2)

vy e ay sdo a frequéncia da radiacido em Hz e em rad s™', respectivamente.

Do ponto de vista classico, a interacio do campo By com os momentos de
dipolo p gera um torque, p X By, o qual faz os momentos de dipolo
magnéticos precessionarem o €ixo z com unma velocidade angular que € igual
a taxa de variagdo do momento angular de spin com o tempo, A(dl/dt).

Assim, usando Eq. (4.1) obtém-se,

an _ B 4.3
E;—ﬂuxo) (4.3)

A frequéncia de precessdao dos momentos de dipolo magnético descreve um
cone de precessdo formado pelo seu giro ao redor do eixo z como mostrado
esquematicamente na Figura 4.1. Esta frequéncia de precessdo, wy = —y By, €
chamada de frequéncia de Larmor, e o sentido de giro € aquele descrito pelas
regras do produto cruzado, ou regra da mio direita. No caso do niicleo 'H, que

possui y > 1, o sentido € o anti-horério.

4.2. Fenomeno de ressondncia do ponto de vista
cldassico

Na presenca de um campo magnético de intensidade B,;, oscilante com
frequéncia wq, e orientado perpendicularmente ao eixo z, 0 campo magnético

‘sentido’ pelos spins serd o campo resultante deste juntamente com o campo
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estitico By. O tratamento deste processo € mais bem compreendido no
‘sistema de coordenadas girante’ em que o sistema de referéncia rotaciona o
eixo z com uma frequéncia, —w, em relacdo ao sistema de referéncia do
laboratério. Daqui por diante, ao invés de considerar os spins isolados, sera
considerada a magnetizacdo do bulk, ou magnetizacdo resultante, My, que
corresponde ao vetor momento de dipolo magnético macroscopico que € a
soma vetorial das contribui¢des de todos os spins alinhados paralelamente e
anti-paralelamente ao campo B,. Neste sistema girante o movimento dos

momentos de dipolo é dado pela equacgao

aM— M><<B +w) 4.4

Esta equacdo tem a mesma forma da Eq. (4.3), porém o campo By é
substituido pelo campo efetivo, B, = By + (w/y), sendo, portanto, a soma
do campo estatico com um campo ficticio (w/y). Escolhendo-se um campo
rotante, w = — yB,, girando com a mesma velocidade angular que os
momentos de dipolo, resulta-se para este sistema que dM/dt =0, e¢ a
magnetizagdo torna-se um vetor fixo no sistema de referéncia girante.

Supondo a aplicacdo de um campo, B;, perpendicular ao eixo z e girando ao
redor dele com uma velocidade angular w, o campo magnético resultante ou,

efetivo, é dado pela equacao,

Ber = (Bo + %) K+ H,i (5)

Em que k e i sdo os vetores unitdrios dos eixos z € x, respectivamente. Define-
se a frequéncia w; = —yB;, em que a magnitude B; no sistema girante €

definhada como positiva e w; tem sinal de —y. A magnitude do campo efetivo

é
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B, = [(BO + %)2 + Blzr = —% (4.6)

Onde a = —[(wy — w)? + w? 2 L.

O angulo 6 formado entre B¢ € 0 campo aplicado By, o qual pode variar de 0

a m, € dado por:

)
tan 0 = 1a) =a) 1a)'
B+(—) 0~
RN
) Wy — W
sin6=—1, cos O = 0—,
a a

No sistema de referéncia girante S°, 0 movimento dos momentos magnéticos
M corresponde a precessao de Larmor ao redor do campo efetivo, H,, com
uma frequéncia angular igual a a = —yH,.

Num instante (¢ = 0) o momento magnético estd alinhado a By, no tempo ¢
apos a aplicacdo do campo perpendicular o angulo 6 serd

cosa = cos? 0 + sin? 6 cosat (4.7)

E importante salientar que geralmente o campo estdtico apresenta magnitude
muito maior do que o campo transversal oscilante, |Bg| > |B4|, € em
condicdes fora da ressonancia, B; € desprezivel. O deslocamento da
magnetizacdo em relagdo ao eixo z sO serd apreciavel se |w — w,| for da
mesma ordem que |w;|. Esta é justamente a condi¢do de ressonancia e, uma
vez satisfeita, os momentos de dipolo serdo deslocados consideravelmente do

eixo z.
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4.3. O Espectro de RMN

Uma vez aplicado o pulso de riadio frequéncia tal que w; = w,, a
magnetizacdo, M, é deslocada e focalizada no plano x-y, girando ao redor de z
com a frequéncia de Larmor, w,, e dando origem as componentes da
magnetizacdao nos eixos x e y, M, e M,, respectivamente. Este movimento
oscilatério da magnetizacdo, de acordo com a lei de indugdo Faraday-Lenz, ird
induzir uma corrente e uma diferenca de potencial elétrico (DDP) numa
bobina adequadamente posicionada no plano x-y. Por conseguinte, este sinal
elétrico apresentard a mesma frequéncia vy = wy/2m (geralmente na ordem
de 10°— 108 Hz). Para spins idénticos, ndo interagentes, num campo
magnético homogéneo, o sinal elétrico apresenta apenas uma frequéncia
caracteristica. Numa amostra real, os spins ndo sao completamente isolados e,
além disso, devido a processos dindmicos como movimentos moleculares de
difusdo rotacional, translagdes e reorientacdes moleculares, hd a indugdo de
campos transversais B, (t) e B, (t) que oscilam com o tempo caracteristico
dos movimentos moleculares, 7.. Como consequéncia, a magnetizacao
transversal e, por conseguinte, o sinal elétrico na bobina receptora, executa um
movimento oscilatério amortecido fazendo com que a intensidade do sinal
relaxe a zero ap0s um tempo caracteristico chamado de tempo de relaxacdo
transversal, T,. Além dos campos magnéticos oscilantes gerados pelos
movimentos moleculares brownianos, hd outra fonte de perda de coeréncia
(relaxacdo transversal) dos spins ocasionada pela ndo homogeneidade de
campo sentido pela amostra. Este ultimo fator pode ser anulado, ou reduzido
drasticamente através da sequéncia de pulsos CPMG. J4 a perda de coeréncia
provocada pelos movimentos aleatérios das moléculas ndo pode ser

recuperada devido a aleatoriedade dos movimentos moleculares e, portanto,
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trata-se de um processo irreversivel. O grafico da Figura 4.2 mostra
esquematicamente um sinal tipico de RMN para um conjunto de spins
idénticos num campo homogéneo. Este sinal é chamado de decaimento livre
da indugcdo do inglés free induction decay (FID). Além da frequéncia
caracteristica das oscilagdes, w, = Vv,/2m, a intensidade do sinal decai
exponencialmente com uma constante de tempo caracteristica, R, = 1/T,, a

taxa de relaxacdo transversal, de acordo com a Equacdo (4.8). A taxa de

~ .11 . .
relaxacgdo transversal efetiva, o = tnao homogeneidade de campo.
2 2

Figura 4.2: Decaimento livre da indu¢do (FID) da componente x da magnetizacdo
em func¢do do tempo, para spins idénticos, com frequéncia wg, € tempo de relaxacao
T,.

M,.(t) = M,(0) sin(wyt)e "t/ (4.8)

Em que M,(0) é a magnetizacdo em t = 0s. Na verdade, ndo € possivel
medir experimentalmente a magnetizacdo no instante t = 0 s, mas somente
ap6és um intervalo de tempo da ordem de us apds a aplicacio do pulso
transversal.

Vale salientar que, além da componente x da magnetizagdo, a componente no
eixo y também € descrita similarmente a x, My, (t) = M,(0) cos(wot)e /T2, e
ambas compdem o sinal para a posterior obtencdo do espectro de RMN. A

componente em y € descrita por,
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M, () = M,(0) cos(wyt)e /T (4.9)

Esta ultima equacdo apresenta uma diferenca de fase, ¢ = m/2, em relagdo a
M, (t). O sinal elétrico analégico que segue a funcao descrita pelas Equagdes
(4.8 e 4.9) ¢ digitalizado e, através da transformada de Fourier deste sinal, o
espectro S(w), € obtido como uma Lorenziana de acordo com a equagdo
(4.10). Na verdade, a etapa de digitaliza¢ao do sinal de RMN constitui-se uma
etapa complexa e em alguns casos, uma enorme quantidade informacao,
pontos digitais, é requerida, armazenada e processada por microprocessadores.
Uma excelente descri¢cdo do fendmeno de RMN incluindo partes experimental

e tedrica, é apresentada nos cinco primeiros capitulos por Levitt.”
S(w) = f S(t)el-iwtige (4.10)
0

em que S(t) é a funcdo que descreve o sinal de RMN, ou o FID, e que contem
ambas as partes, real e imaginaria, do sinal anal6gico formado por M, e M,,. O
resultado da transformacdo de Fourier mostrada na Eq. (4.10) é uma

Lorenziana, Equacao (4.11) e sua forma funcional € apresentada na Fig. 4.3,

1/T,

2
(1/T2) + (0w — wg)?

S(w) =

(4.11)
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Figura 4.3: Espectro de RMN obtido a partir da transformada de Fourier do sinal do
FID mostrado esquematicamente na Figura 4.2, e através da operagdo matemdtica
mostrada nas Equacoes. 4.10 e 4.11.

A intensidade de M, no plano x-y, do ponto de vista cldssico, s6 se torna um
valor mensurdvel ou significativo quando a frequéncia da radiag¢do, w-, situa-
se nas redondezas de |w — wg|. Ou, do ponto de vista quantico, a absorgio de
fotons s6 ocorre quando a energia da radio-frequéncia satisfaz a Eq. (4.2), e
nesta condi¢do, ha um pico de absorcdao no espectro de RMN (Fig. 4.3). A
largura da banda a meia altura, relaciona-se com o tempo de relaxagdo

transversal através da equagao Av /y = 1/(nT,).

4.4. Relaxacdao como fonte de informagoes dinamicas

Os processos de relaxacdo estdo relacionados a existéncia de campos
magnéticos dependentes do tempo, B(t), que surgem devido a dipolos e

quadrupolos magnéticos e também spins eletronicos. Reorientagdes
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moleculares e difusdo translacional provocam rapidas mudancas nas posi¢coes
relativas dos centros interagentes com respeito aos nucleos observados.
Devido a aleatoriedade dos movimentos moleculares, o campo B(t), e a
correspondente perturbagdo do Hamiltoniano H,(t), sdo zerados com o
tempo. O primeiro tratamento tedrico para descricdo da relaxagcdo nuclear
magnética mediada pelos movimentos moleculares foi desenvolvida por
Bloembergen e colaboradores® através da teoria por eles formulada e chamada

teoria BPP devido a (Bloembergen, Purcell e Pound).

4.4.1. Relaxacdo Longitudinal

Componentes transversais dos campos, B,(t) e B,(t), que apresentam
componentes da transformada de Fourier na mesma frequéncia de Larmor dos
spins, wy, podem induzir transi¢des entre os estados o (M; = +3) e B (M; =
—%), da mesma forma que os pulsos de rddio frequéncias B;, porém em
magnitude muito inferior. Apdés um pulso de 90° a ‘recuperagdo’ da
magnetizacdo ao longo do eixo z, € regida pela seguinte equacdo de

decaimento
M, =M, (1—et/T) (4.12)

Sendo a constante T; a taxa de relaxacdo longitudinal ou spin-rede. Tais
transi¢des (f — a) envolvem a transferéncia de energia entre os spins no
estado excitado [, para a rede de spins, no estado fundamental, e vice-versa.
Nos primordios do RMN, este processo de transferéncia de energia foi
inicialmente assumido como sendo para a rede de spins que formavam os

reticulos dos sélidos cristalinos e, por isso, a relaxacdo da magnetizacdo ao
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longo de z também € chamada de relaxacdo spin-rede. Campos magnéticos
oscilantes, cujos valores podem ser *B,, € que apresentam variacoes
completamente aleatérias no tempo, pode ser simplificadamente descrito por

uma funcao do tipo
g(1) = BZe /% (4.13)

Em que g(7) € a fungdo de autocorrelacdo dos campos oscilantes, B, (t), no
tempo t = 0 e apds um intervalo de tempo t = 0 + 7. A mixima magnitude
de B, (t) é dependente da natureza das interagcdes dipolares.

A transformada de Fourier da funcdao de autocorrelacdo resultard na

distribuicdo de frequéncias com que os campos oscilam e é chamada de

funcdo de densidade espectral [(w) = B2 ou simplesmente,

2
1+w?2 72

TC
1+ w?t?

J(w) = (4.14)

A contribuigdo das oscilagdes de campo na probabilidade de transi¢do, Wy,

atinge um valor maximo quando 771!

situa-se nas vizinhangas de w,. Nesta
situagdo, a taxa de relaxacdo longitudinal atinge um maximo.

Para moléculas contendo dois spins idénticos, por exemplo, para molécula de
dgua, no regime de rdpidos movimentos moleculares, 7.1 > w, (extreme
narrowing limit), a taxa de relaxacdo longitudinal pode ser descrita pela

Equacdo (4.15), de acordo com Cowan’. E importante salientar que a Equagdo

(4.15) é valida para movimentos moleculares rapidos e isotrépicos.

1 10
T—1=?M2TC (415)
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2 22,4

9 h . : -

em que M, = — fo Y ¢o segundo momento da interacdo dipolar que
20 \4n/ RS

contribui para a relaxacdo, u, € a permeabilidade magnética no vacuo, 7. € o
tempo de correlagdo dos movimentos roto-difusionais das moléculas, R é a
distancia entre os spins-1/2 dos prétons e y € a razdo giromagnética.

No caso de moléculas polinucleares como, por exemplo, uma molécula de
glicose, sujeitos a difusdo rotacional, a taxa de relaxacao longitudinal pode ser

descrita por

2/3 8/3
- MZTC +
T, 1+ w?tz 1+ 4w?t?

(4.16)

Sendo 7, o tempo de correlagdo da difusdo rotacional e w a frequéncia de

precessdo dos spins no campo B.

4.4.2. Relaxacdo transversal

A relaxacdo transversal ndo envolve a volta dos spins ao estado fundamental
restaurando o valor de M,, Eq. (4.12), ela envolve, por outro lado, a perda de
coeréncia do movimento de precessdao dos spins ao redor do campo externo
B,. Devido aos processos interacionais que dao origem a campos oscilantes ao
longo de z, os campos locais ‘sentidos’ pelos spins flutuam em torno de um
valor médio com uma frequéncia caracteristica que depende dos movimentos
moleculares. Como consequéncia, os spins precessionam By com frequéncias
de Larmor ligeiramente diferentes uns dos outros levando a perda de coeréncia
ap0s um tempo caracteristico, T,, € zerando a magnetizagdo M, ,,. No limite

de rapidos e isotrOpicos movimentos moleculares, a contribuicdo dos
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movimentos roto-difusionais para a relaxacdo transversal de spins em

moléculas como a dgua pode ser descrita pela Equagio (4.17),’

1 10
T_Z =?M2TC (417)

Para moléculas polinucleares a relaxacdo transversal é descrita analogamente a

Eq (4.16)

L _ 10, (123 %8 418
T, 3 2te 1+ w?t2 1+ 4w?t? (4.18)

porém, ha uma importante diferenca entre os modelos para relaxagdo
longitudinal Eq. (4.16) e transversal Eq. (4.18), que é a contribuicdo de
J(w = 0), representado pelo termo “1” entre parénteses na Eq. (4.18). Esta
caracteristica leva a uma das principais diferengas da influéncia da dindmica
dos movimentos moleculares sobre 1/T; e 1/T,. A taxa de relaxagdo
longitudinal atinge um valor mdximo quando 7.1 = w,. Para as regides
1> wetz! ou wyr;! > 1, o valor de T volta a aumentar. Diferentemente
de T;, os valores de T, diminuem continuamente devido a contribui¢do de
J(w = 0), até o limite de um reticulo rigido em que a taxa de relaxac¢ao spin-

spin atinge um valor assintoticamente minimo sendo descrito pela equagao

1

1/2
—~M)/ (4.19)
T,
Neste regime de movimentos moleculares, a fun¢do de autocorre¢do nao decai
mais exponencialmente com o tempo, mas sim por um comportamento

Gaussiano cujo valor da constate de decaimento € independente de 7.. Isto é
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devido ao fato de que no modelo de reticulo rigido a func¢ao de autocorrelagao
permanece praticamente constante na escala de tempo de relaxacio.”

E importante salientar que as equacdes (4.17 e 18) descrevem a relaxacio
causada pelas interagdes dipolares moduladas pelos movimentos de difusdo
rotacional no limite de rdpidos movimentos moleculares, ou w7, K 1, e
movimentos sem anisotropia ou orientacoes preferenciais. Na medida em que
0os movimentos moleculares tornam-se mais restricos, wyT, = 1 ou wy7, > 1,
as equacoes (4.17 e 18) ndo serdo mais validas, pois aproximam-se do regime

do reticulo rigido.

4.5. Troca Quimica

As frequéncias de ressonincia sao bastante sensiveis ao ambiente quimico, ou
magnético, no qual os spins se encontram. Assim, a localizacdo dos spins nos
sitios a, b, ..., resultard no aparecimento das correspondentes frequéncias de
ressonancia, w,, Wy, ..., €tc. A possibilidade de os spins mudarem de ambiente
¢ chamada de troca quimica e o modelo mais simples que descreve o
fendmeno de troca quimica em RMN € o modelo de dois sitios. Neste modelo
0s spins que ocupam os sitios a € b de um sistema podem transferir
magnetizacdo de um sitio para o outro através de diversos processos
dindmicos como difusdo molecular, rotacdes de grupos funcionais, interagdes
dipolares seculares e ainda através de reacOes de transferéncia como trocas

prot@nicas.8 Se as taxas de troca, k, dos spins entre os sitios a e b, forem

|wg—wp|

suficientemente lentas, tal que § = > k, o espectro de RMN serd

formado por dois picos caracteristicos centrados nas suas respectivas

frequéncias ressonantes, w, € wp,, igualmente espagados do pico central
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wo = (wg + wp)/2, como se os sitios fossem isolados. A Figura 4.4 mostra
um exemplo tipico do espectro de RMN de um sistema de spin %2 possuindo
dois sitios designados por a e b. Neste caso, os tempos de vida dos spins nos
sitios a e b, 14, = 1/k, sdo suficientemente longos na escala de tempo
envolvida em RMN, k « §, de modo que a troca quimica ndo afeta de forma

significativa as frequéncias caracteristicas dos sitios, tampouco as larguras das

bandas.
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Figura 4.4: Grafico esquematico do efeito de troca quimica sobre o espectro de
RMN para um sistema de spins nos sitios a e b, nos regimes lento, intermedidrio e
rapido, de trocas quimicas.

Do pondo de vista molecular, quando o tempo de vida nos sitios €
suficientemente longo, a permuta dos spins entre os sitios, ndo contribuem
para a perda coeréncia dos spins precessionando B, pois o tempo requerido
entre as trocas € da mesma ordem ou maior do que o tempo de relaxacdo

transversal.
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No extremo de rdpidas trocas, k > &, o tempo de vida nos sitios, 1/k, é
suficientemente curto na escala de tempo do RMN. Como consequéncia, os
sitios a e b contribuem igualmente para a formacdo de um pico centrado em
wo = (W, + wp)/2 (vide Figura 4.4). Durante a escala de tempo da relaxacdo
causada pelas interagOes dipolares, os spins efetuam varios jumps ou trocas de
ambientes, contribuindo deste modo para acelerar os valores de T, de forma
irreversivel.

Em escalas intermedidrias de tempo, a taxa de troca torna-se da mesma ordem
de magnitude da diferenca de frequéncia entre os sitios, = k, e nesta regido
importantes caracteristicas surgem. Iniciando no regime de trocas lentas, a
medida que o tempo de vida nos sitios diminui, os processos de troca quimica
passam a contribuir mais significativamente para a relaxacdo transversal.
Neste regime, o numero de permutas entre os sitios a € b aumenta e a
contribui¢do das trocas quimicas para a perda de coeréncia dos spins no plano
x-y se torna bastante aprecidvel. A primeira consequéncia deste efeito é o
aumento da largura a meia altura dos picos. A cada troca entre os sitios a € b,
a perda de coeréncia entre os spins aumenta proporcionalmente ao tempo de
residéncia dos spins em cada sitio, ~AwT,,.. Assim, com o decorrer do
tempo, a perda de coeréncia na presenca de trocas quimicas €
consideravelmente acelerada em relagcdo a relaxa¢do unicamente causada pelas
interagdes dipolares. No regime de rapidas trocas a largura dos picos
espectrais tem um acréscimo devido as trocas quimicas que depende das taxas

de troca quimica e pode ser matematicamente expresso como 1/(nT,) +
1 2 9

(Zk) (Aw)*.

O modelo de dois sitios pode ser escrito matematicamente através das

Equacdes de Bloch para cada um dos sitios, a e b. Para cada sitio as Equagdes
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de Bloch (Equacdao A.3) se aplica. Usando a definicio M = M, + iM,,, a

magnetizagdo em cada sitio serd regida por,

dM 1

—+ i(wg — w )M + —M = iyB, M, (4.20)

dt T,

Neste modelo de troca quimica, os sitios a € b sdo igualmente povoados e com
respectivas frequéncias de Larmor, w, € wp. As permutas quimicas irdo
transferir magnetizacdilo de a para b, e vice-versa. Assumindo

simplificadamente populacdes idénticas, e uma taxa de troca k, no estado

estaciondrio as equacoes de Bloch tornam-se,

dM, . 1 _ )
—+ i(wg — 0 )M, +=—M, — kM), + kM, = iyB,M,,
dt Tya '

1
—+ l((,l)b — a)l)Mb +_Mb — kMa + ka = i]/Bleb
dt Typ .

No estado estaciondrio as taxas de transferéncia do sitio a para o b e vice-
versa, sao iguais.

O fendmeno de troca quimica usando modelo de dois sitios € apresentado de
forma detalhada por Bain'® e é resumidamente apresentado na forma matricial
no Apéndice B. No Capitulo 5 serd apresentada uma generalizacdo para
aplicacdo de trocas quimicas em solu¢des aquosas de carboidratos ou outros
sistemas cujas populacdes ndo sdo idénticas e cujos tempos de relaxacdo

intrinsecos sao diferentes em cada sitio.
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Capitulo 5

Dinamica interacional de solu¢des aquosas de
carboidratos estudadas por relaxometria 1D no

dominio do tempo

Protons
nao
trocaveis

T2q; g

Protons
trocaveis
(0)5 |
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5.1. Introducdo

Desde as primeiras propostas sobre a capacidade de os carboidratos,
especialmente a glicose,' de se inserirem na estrutura da dgua que as
interacdes dgua-carboidratos vem sendo estudadas com um enfoque
molecular. Devido as dificuldades e limitagdes experimentais, grande parte
dos estudos sobre os aspectos dinamicos das interacoes dgua-carboidratos
focaram em simulacdes tedricas por dindmica molecular, j& os trabalhos
experimentais focam, em sua grande maioria, em propriedades macroscopicas

ou termodinamicas, como citado na Secdo 2 do Capitulo 1.

Dentre as técnicas experimentais, a ressonancia magnética nuclear (RMN) e,
em especifico os estudos de relaxometria no dominio do tempo, constituem
uma poderosa ferramenta para o estudo dindmico de sistemas aquosos de
carboidratos,” pois vérios processos moleculares nestes sistemas ocorrem na
escala de tempo estudados por RMN. Além disso, ela € particularmente mais
interessante do que outras técnicas como espectroscopia  RAMAN e
Infravermelho (IV) ou mesmo relaxagdo dielétrica. Além de ser sensivel aos
processos interacionais, as medidas baseadas em relaxacdo nuclear magnética
também podem fornecer informacdes sobre processos dindmicos de troca
quimica, inacessiveis as demais técnicas.

Estes processos de troca quimica constituem mudangas de ambiente quimico
ou “magnético” nos quais os spins nucleares se localizam. No caso especifico
dos sistemas dgua-carboidratos, os processos de troca quimica envolvem as
reagOes de transferéncia de prétons entre as moléculas de dgua e os grupos OH
dos carboidratos. Tais interagdes j4 foram consideravelmente estudadas por
RMN, principalmente através de relaxometria.”® Ao contrdrio da

espectroscopia de RMN baseada nas frequéncias de ressonincia ou em
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deslocamentos quimicos, § (ppm), a relaxometria no dominio do tempo é
foca apenas nas medidas de decaimento da intensidade dos ecos de spin ou na
volta dos spins ao estado fundamental apds a aplicagao de pulsos.

Os estudos de relaxometria podem ser empreendidos em espectrOmetros de
RMN de bancada e com magnetos de baixa intensidade, operando em baixas
frequéncias, tipicamente inferiores a 25 MHz, e sem a necessidade de
manutenc¢do com nitrogénio e hélio liquidos. Estas medidas sdo geralmente
baseadas no simples decaimento livre da indugdo (do inglés Free Induction
Decay-FID), usando sequéncia Carr-Purcel-Meiboom-Gill (CPMG), e nas
sequéncias de recuperacdo e saturacdo/Recuperacdo e Inversdao. Em muitas
aplicacdes os dados de decaimento (ou recuperagdo) da magnetizagdo sao
processados com a transformada inversa de Laplace gerando uma distribuicao
continua de tempos de relaxacdo longitudinal (7;) e transversal (73). Uma
extensa lista de exemplos sobre relaxometria 1D no dominio do tempo bem
como seus principios tedricos e aplicacdes podem ser encontradas na
literatura.”

As vantagens desta técnica em relagdo a RMN de alta resolucao operando em
frequéncias de centenas de MHz reside no baixo custo, maior simplicidade de
operagio e manutengio,” também situa na possibilidade de estudo de amostras

A ~ . . 2 £ 1 . 11-1
heterogéneas como suspensdes coloidais Gleo/dgua'’, frutas e vegetais,'

14-16 <k ; 17
€ materials micro porosos como rochas €

alimentos processados,
cimento'®. Apesar destes aspectos positivos, nem sempre é facil atribuir os
picos de T; e/ou T, aos grupos ou populacdes de protons apropriadamente.
Como serd apresentado adiante (Capitulo 6), as populacdes de prétons em
alguns sistemas podem apresentar um valor de T; e valores distintos de T,, ou

vice-versa.
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Através da dependéncia da taxa de relaxagio spin-spin, T, 1, com respeito ao

intervalo inter-pulsos 90-180°, 7 na sequéncia CPMG, T, ! vs 771

, € possivel
determinar processos de troca que ocorrem na faixa de 10 a 10* s~1. Os
modelos tedricos que descrevem as curvas de dispersio de T, vs 771 foram
inicialmente propostos nos anos 60 a partir do simples modelo de dois

19,20 ~ ~ 21 -
" Estes modelos sdo baseados nas equagdes de Bloch™ modificadas

sitios.
para a inclusdo dos processos de troca quimica.””> O modelo tedrico que
melhor consegue descrever o comportamento de relaxacdo dos prétons
trocaveis em solugdo aquosas de carboidratos, incluindo polissacarideos e até
glicoprotefnas, foi formulado por Carver & Richards® e posteriormente
modificado por Hills.** A partir deste modelo adaptado®™ foi possivel
determinar em maiores detalhes as interagOes entre moléculas de dgua com
mono, di e polissacarideos.”* *® Na préxima se¢do serdo apresentados os
principios tedricos basicos do modelo que descreve os processos de trocas
protonicas entre as moléculas de H,O e os grupos OH dos carboidratos.
Apesar do elevado potencial da relaxometria 1D no estudo de processos
dindmicos, ela apresenta limitacdes quando empregada na caracterizacdo de
populacdes de prétons, principalmente em matrizes heterogéneas em que
grupos apresentando os mesmos valores de 75, porém com distintos valores de
T;, ou vice-versa, nao podem ser apropriadamente atribuidos.

A relaxometria de correlacdo cruzada no dominio do tempo ou simplesmente
relaxometria bi-dimensional (2D), surge como uma alternativa para a
caracterizacao dinamica de sistemas dos mais simples até matrizes complexas
como alimentos e tecidos celulares. Dentre outras vantagens, a relaxometria
2D no dominio do tempo permite que picos que apresentem um mesmo valor
de 7, mas diferem em 7, ou inversamente, o mesmo valor de 7 e diferem os

valores do T7,, possam ser resolvidos em duas dimensdes e fornecer picos
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separados em solucdes de polissacarideos, proteinas, € at€ mesmo solugdes de
mono e dissacarideos.

Neste capitulo os aspectos dinamico das interagOes dgua-carboidratos serao
explorados por relaxometria 1D de solugdes aquosas de carboidratos em
regimes concentrados proximo ao limite de solubilidade. Para tal, uma breve

introducao dos principios basicos da relaxometria 1D apresentados.

5.2. Relaxometria 1D: curvas de dispersdo

Ty vs 1

O principal enfoque da relaxometria neste capitulo é a potencialidade de
sondar os processos de troca entre os protons da dgua e os prétons hidroxilicos
de uma série de carboidratos em seus respectivos limites de solubilidade.
Como j4 verificado, a estrutura e o tamanho dos carboidratos afetam suas
interacdes com as moléculas de dgua. Neste sentido, as diferencas observadas
nos processos de troca quimica podem ser diretamente relacionadas com as

diferencas dindmico-estruturais dos sistemas H,O-carboidratos.

O tratamento inicial dos processos de troca quimica sobre o tempo de
relaxacdo transversal baseia-se no modelo de dois sitios, em que um spin
nuclear pode, por meio de processos dindmicos, se localizar intermitentemente
em dois ambientes, a e b, com frequéncias caracteristicas w, € wj,. Através
das equagdes de Bloch modificadas para a inclusdo dos termos que descrevem
os processos de troca (vide Equacdo 21 Capitulo 4), Allerhand e Gutwoski'
verificaram que as intensidades dos ecos de spin decaem de forma

aproximadamente monoexponencial mesmo sendo constituida por mais de

uma populagdo de spin-1/2. Além disso, a constante de decaimento, 1/T,,
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depende implicitamente dos parametros: intervalo de tempo entre os pulsos de
90-180°, na sequéncia CPMG, 7; do deslocamento quimico ou diferenca entre
as frequéncias de ressonancia dos sitios dw = w, — wy; do tempo de meia
vida nos sitios, 1/7,,; € dos valores de T,,, intrinsecos dos sitios, a € b,
respectivamente. Assim, através de simples medidas das intensidades dos ecos
de spin em diferentes intervalos interpulsos € possivel determinar
propriedades dindmicas do sistema como taxa de troca protonica,
deslocamento quimico e os tempos de relaxacdo intrinsecos dos sitios. Esta
caracteristica € particularmente valiosa uma vez que as taxas de troca quimica
em solugdes de carboidratos situam-se na faixa de centenas a milhares de Hz,
e como consequéncia, os picos dos prétons de um espectro no dominio de
frequéncia, tanto da dgua quanto dos grupos OH dos carboidratos, formam um
unico pico intermedidrio entre as duas frequéncias ponderadas pelas
respectivas populacdes. Uma possivel maneira de contornar este problema
seria a realizacao de medidas em baixas temperaturas explorando, deste modo,
condi¢des de lentas trocas quimicas e regides de baixas solubilidades, as quais
encontram-se bastante distantes das condi¢coes ambiente.

No modelo proposto por Allerhand e Gutwoski'®* duas suposicdes sdo
assumidas: (i) os tempos de relaxa¢do intrinseco dos dois sitios (T, 4 ) sdo
idénticos; (i1) as populacdes presentes nos dois sitios sdo idénticas. Apesar da
boa capacidade do modelo em prever trocas quimicas provocada pela

) . 19,20
isomerizagao molecular, %

o modelo ndo se aplica a fenOmenos mais gerais
como, por exemplo, troca quimica de prétons em solugdes aquosas de
acticares. Nesse sentido Carver & Richards® propuseram um modelo mais
geral sem a necessidade de sitios com taxas de relaxacao idénticas e nem sitios

igualmente povoados. Posteriormente o modelo foi aprimorado por Hills** e é
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resumidamente apresentado como se segue. A taxa de relaxagdo transversal

efetiva dos prétons trocaveis pode ser descrita pela Equacao 5.1
1 1

A forma funcional do decaimento dos ecos de spin permanece exponencial

desde que a magnitude do termo de In A nao seja dominante na Equacao (1).

Este requisito € plenamente satisfeito nas condi¢des de rdpidas trocas,

1
2Tap

» dw, em que Ty, € o tempo de vida médio dos prétons nos sitios,

1/t,, = P,/t, = Pp/T,. A forma matematica da dependéncia de InA é
apresentada no Apéndice C. A partir da Eq. (5.1) nota-se diretamente a
dependéncia da taxa de relaxac¢do spin-spin com respeito ao intervalo entre os
pulsos de 90-180° da sequéncia CPMG. Apesar da complexidade algébrica
das Equagdes (C1-9) (Vide APENDICE C), o termo InA depende dos
parametros tempo de vida nos sitios a e b, 1/1, e 1/1}, respectivamente, do
deslocamento quimico ou diferenca de frequéncias entre os sitios dw = w, —
wp, das fracdes protons nos sitios, P, e P,, e dos tempos de relaxagdo
intrinsecos T,, € T, além do intervalo de pulsos, . O termo “In A” repreenta
fisicamente a taxa de relaxacdo efetiva incluindo as interacdes dipolares e os
processos de troca quimica. Para sistemas de dois sitios, estas equacdes estao

sujeitas as condi¢oes de equilibrio estaciondrio C.11 e C.12:

{P,+P, =1} € {Pa/ta = Py/Tp}

O grafico da Figura 5.1 apresenta o comportamento do modelo apresentado
nas Eq. (5.1) para um sistema hipotético constituido de spins-1/2 sujeitos 4

trocas quimicas entre dois sitios. Este modelo descreve com alta fidelidade os
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dados experimentais do sistema formado por H,O-glicose (ver resultados e

discussao Secdo 5.4).
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\ c)k <1/t
( N3o o] (@) k,<(117)
. trocaveis ]
S 25 -
A "0 ]
~ 20'_ (byk,~(1/7)
“~ 15 4
‘ = i
Y 10 (@ k,>(1/7)
9 5
b i
0 L] L] lllllll Ll T llll'll Ll
100 1000 10000

[Reciproco do espacamento interpulsos 90-180°] / s’

Figura 5.1: (a) Representagdo esquemdtica transferéncias de magnetizacdo em
solugdes aquosas de carboidratos. (b) Curva obtida teoricamente a partir do modelo
de troca de dois sitios para solu¢des aquosas de carboidratos Egs. (5.1 e C1-9). Os
parametros tedricos sdo P, =P, =1/2; T,, =2,0s; T,, =0,100s; k, = 1,5 X
103s71 6w =1,0,e w, = 100,12 MHz.

A curva de dispersdo (Fig. 5.1) apresenta trés regides distintas de escalas de

tempo. No limite de rapidas trocas quimicas e rdpidas taxas de pulsos, i.e.,

11 ~ . : . ~
->—> dw, a taxa de relaxacdo spin-spin pode ser descrita pela equacao
a,b

aproximada

1 P P,

= + —
Ty  Toa (Top+ky')

(5.2)

Sendo a taxa de relaxagdo transversal observada simplesmente a média dos

valores de T, de cada sitio ponderada pelas respectivas populacdes.

85




1

Ta,b

P,  ~ . . 1
Ja nas regides de intervalos interpulsos longos, - < , ou lentas trocas

quimicas, o tempo de relaxacdo € descrito pela equagdo aproximada de Swfit-

. 127
Connick

1 1 Pk, (Tib)ZJ’(iZ)J’(&‘))Z
=t - ! (5.3)
2 2a ¢ (T_ + kb) + (bw)?

2b

Assim, para uma solu¢do aquosa de glicose, a partir do conhecimento da
composi¢ao dos sitios (P, e P,) e do ajuste tedrico aos pontos experimentais
na regido de curtos tempos entre os pulsos na sequéncia CPMG, pode-se
determinar diretamente o tempo de relaxacdo intrinseco dos sitios no
carboidrato, T,;, Eq. (5.2), e o valor do deslocamento quimico entre os sitios a
e b, dw, Eq. (5.3). Entdo, a taxa de troca k; pode ser determinada pelo melhor
ajuste da curva tedrica (Equagdo 5.1) aos dados experimentais. Na realidade, o
procedimento de ajuste da Equacdo (5.1) para a determinagdo dos parametros
ndo € uma tarefa simples e serd mais bem detalhada nos métodos
experimentais Secdo 5.4. Uma limitacdo deste modelo € que a partir apenas da
composicdo do sistema e do tempo de relaxacdo intrinseco da 4gua ndo €

possivel determinar univocamente os valores de dw e ky,.

5.3. Materiais e Métodos

5.3.1. Materiais

As solucdes aquosas dos carboidratos foram preparados a partir dos acicares

com seus respectivos fornecedores e purezas: D-xilose (Sigma = 99%); D-
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glicose (AnalarR® > 98 %); D-frutose (Sigma = 99%); Sacarose (Sigma
> 99%), D-matose.H,O (Aldrich = 98); D-sorbitol (Aldrich = 99%). As
solugcdes aquosas nas concentragcdes mostradas nas Tabelas 5.1, 5.3, e 5.4,
foram preparadas usando 4agua deionizada (18.2 MQ) e deixadas em
temperatura entre 27-29 °C por pelo menos 72h para atingir o equilibrio de
solubilidade. Nao foi necessério o ajuste do pH, haja visto que para todas as
solucdes dos diferentes sacarideos os valores de pH ficaram na faixa 5,6 <

pH < 6,2, estando, portanto, na regido de trocas neutras.

5.3.2. Medidas de relaxacdo-curvas de dispersao T, Lys
1/t

Todos os experimentos de RMN deste capitulo foram realizados no
Equipamento DRX (Resonance Instruments) operando a 100,12 MHz e
temperatura de 300K. Os valores tipicos da duracdo dos pulsos de 90° situou-
se entre 1,5 — 2,5 us, e os valores do intervalo entre os pulsos de 90-180° foi
variado de 10% - 10* ps. Para cada experimento foram acumulados pelo
menos quatro scans com tempo de espera (relaxation delay RD) RD > 8T,, e
um tempo total de aquisicdo (aq) aq = 3T, para obter linhas base com

minimo offset.

As curvas de dispersdo T, ! vs 1/t foram obtidas a partir das medidas de T,
dos prétons trocdveis (H,O + OH-carboidratos) em diferentes valores de
intervalo interpulsos da sequéncia CPMG. Nestes estudos os valores de T
foram variados desde 100 a 10.000 us. Para o tratamento quantitativo dos
dados foram empregados os modelos descritos pelas Eqgs (5.1, e C1-11). A

determinacdo dos valores das taxas de trocas de prétons, k;, foram feitas a
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partir dos ajustes das curvas e dos parametros previamente determinados como
descrito a seguir. A partir do valor do tempo de relaxacdo da dgua pura, T,,, €

do conhecimento da composicdo, P, e Py, a Equacgdo (5.2) se aplica no limite
de rapidas taxas de aplicacao de pulos, % > k;,, e assim os valores dos tempos

de relaxagdo grupos OH, T,;, sdo obtidos. De posse dos valores das fragdes
de sitios a e b, e dos tempos de relaxagdo intrinsecos, a Eq, (5.3) pode ser
usada no limite de longos intervalos interpulos, determinando-se o valor de
dw. Por fim, a curva tedrica (5.1) € gerada a partir das Equagdes (C1-11) de
modo a fornecer os menores valores de desvios padrao e obtendo para
determinacdo de k;. Este procedimento foi feito para cada solucdo de agucar
no limite de solubilidade e também em outras concentragcdes, para os agucares
glicose, sacarose e frutose. E necessério salientar que os parimetros dw e kj,
sdo interdependentes, porém, os dois podem ser visualmente ajustados para
que a curva terdrica descreva da melhor forma os valores experimentais, o que
foi conseguido sem maiores dificuldades com excecdo para a frutose saturada,

sobre a qual serd discutido as explicacdes deste comportamento.

5.4. Resultados e Discussdo

54.1. Troca quimica estudada por curvas de dispersdo
T;'vs1/t

As solugdes saturadas dos agucares foram estudadas no limite de solubilidade
através da relaxometria 1D usando o modelo modificado de Carver &

Richards.
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Estudos da influéncia do pH nas curvas de dispersdo de solu¢des aquosas de
glicose mostraram que o fluxo de prétons, k = Pyk;, = k,P,, ndo depende do
pH na faixa entre 4 — 8. Para todas as solucdes de acgucares os valores de pH
situaram entre 5,8 e 6,2, estando, portanto, fora da regido de trocas dcido-base
catalisadas.”®  Assim, é aceito que o principal mecanismo de troca protdnica
nestes sistemas constitui-se um processo ciclico ndo i6nico e que requer duas
moléculas de dgua para cada grupo OH.” A Figura 5.2 mostra
esquematicamente o mecanismo de troca entre moléculas de 4gua e os grupos
OH de moléculas poli-hidroxiladas (polidis ou carboidratos). Neste
mecanismo, as trocas protonicas sdo ‘facilitadas’ pela organizagado tetraédrica
das moléculas de dgua e pela capacidade de os agucares se inserirem nesta

2 ~ 1,2
estrutura da dgua sem grandes perturbagdes.'*

Figura 5.2. Mecanismo esquematico de trocas protonicas em solucdes de glicose de

2 .
acordo com ref”>. O “X” da figura pode representar um H (no caso de uma molécula
de 4gua) ou uma molécula de glicose.

As curvas de dispersdo de T, para os acucares no limite de solubilidade sdao
apresentadas na Figura 5.3 e os respectivos valores dos parametros obtidos do
modelo sdo apresentados na Tabela 5.1. Em rdpidas taxas de aplicacdo de
pulsos, elevados valores de 1/7, as taxas de relaxacdo dos prétons trocdveis

das solugOes situam-se nos seus respectivos valores minimos como se 0s
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processos de troca quimica ndo influissem sobre as taxas de relaxagdo

transversal.
n n B Fructose
100 - ® (Clucose
A Sucrose
Xylose
80 4 € Maltose
* Sorbitol
2
- 60 |
w
40 -
*
*
20
0 |
I L | l |
10° 10° 10°*
(1) /s

Figura 5.3: Taxa de relaxacio de 'H trocdveis (H,O e grupos OH-carboidratos) em
funcdo de 1/t na sequéncia CPMG. Todas as solugdes foram medidas nos seus
respectivos limites de solubilidade a 300 K, cujos valores das solubilidades e dos
parametros do modelo sdo resumidos na Tabela 5.1. Os parametros k;,, 15, € 0w,
foram obtidos a partir dos valores gerados do modelo de dois sitios** e tomando-se o
valor de T,, = 2,0s, com excecdo da frutose T,, = 7,0ms e T,, = 0,14 s. Os
simbolos correspondem aos valores experimentais € as linhas aos valores obtidos
pelo ajuste do modelo.

Nesta condicdo em que, %>> ki > 1/T,, a Equacdo (5.2) pode ser escrita
b

como Eq. (5.4)

1/Tz = Pa/TZa + Pb/TZb (5.4)
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Sendo os valores de T, dos prétons trocdveis a simples média entre os sitios a
e b ponderados pelas suas respectivas populacdes. Percebe-se para todos os
sacarideos que, com a diminui¢do de 1/t ocorre um continuo aumento dos
valores de T,, até um valor miximo, a partir dos quais os valores
experimentais permanecem constantes ou simplesmente diminuem
ligeiramente.

E importante ressaltar que, em longos intervalos inter-pulsos os efeitos de
troca quimica sdo tdo intensos sobre os valores de T, que para valores de
1/t <200 os valores observados de T, sdo sempre menores do que oS
previstos pelo modelo (linhas nos gréaficos). Nestas regidoes, os longos
intervalos inter-pulsos fazem com que poucos ecos de spin sejam adquiridos
durante o decaimento do sinal. Por exemplo, para taxas de aplicacdo dos
pulsos, 771 < 200 s, o intervalo entre os pulsos € de 5 ms, implicando num
intervalo de tempo entre o primeiro e o segundo ecos de spin em torno de
10 ms. Levando-se em conta o tempo entre os pulsos de 90° e 180°, o tempo
para aquisicdo do primeiro eco de spin é de no minimo 10 ms, e para
obtencdo do segundo e terceiros sdao necessarios 20 e 30 ms, respectivamente.

Isso implica que, para taxas de relaxacdo superiores a 30 s~1

€ Tcp = Sms,
serdo adquiridos um numero relativamente pequeno, cerca de 4 ou 5, ecos de
spin da sequéncia CPMG. Além deste, outro fator molecular também contribui
para a discrepancia entre os valores experimentais e os previstos pelo modelo.
Na escala de tempo superior a 5 ms, os efeitos de difusdo molecular
translacional fazem com que os spins visitem regides espaciais com campos
magnéticos diferentes e devido ao cardter browniano destes movimentos, 0s

pulos de 180° longamente espacados ndo mais recuperam a coeréncia dos

spins no plano x-y. Allerhand e Gutowski*’ discutem estas regides de longos
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intervalos de T como ndo possiveis de serem acessadas pelos modelos tedricos
e eles apresentam solugdes numéricas para as equacdes acopladas. Portanto,
tais regides sao proibitivas de serem estudadas tanto teoricamente quanto

experimentalmente.

Tabela 5.1 - Parametros obtidos através do ajuste do modelo de dois sitios
modificado (vide Egs. (5.1 e C1-C9)) para solugdes de carboidratos nos seus
respectivos limites de solubilidade a 300K . Os parametros foram obtidos a partir do
ajuste das curvas de dispersdo apresentadas na Fig. 5.3 assumindo o tempo de
relaxacdo intrinseco da dgua T,, = 2,0s, em todas as solugdes com excecdo da
solucao saturada de frutose T,, = 1,13 s.

Acgicar  Ngy C/ P, 6(ppm) k, Pyk, Ty,
(%m/m) /st /st /10735

D-xilose 4 57,37 0,2459 0,95 550 135 105
D-glicose 5 55,12 0,2340 1,20 780 183 100
D-frutose 5 80,30 0,5047 1,0 100 50,5 6,0*
D-sorbitol 6 71,43 0,4259 0,68 1200 515 41
D-maltose 8 40,24 0,1271 1,18 880 112 110

sacarose 8 67,24 0,3017 0,93 565 170 28

Para as solug¢des saturadas de frutose e sacarose, os valores de 1/T,; sdo

respectivamente, 167 e 35,7 s 1

, enquanto seus respectivos valores de k; sdo
100 e 565 s~ 1. Para o caso especifico da frutose no limite de solubilidade, o
sistema ndo se encontra em regimes de ripidas trocas quimicas, uma vez que
1/k, < 1/T,. Ademais, para os spins com frequéncia de Larmor igual a 100
MHz a diferenca de frequéncia entre os sitios @ € b com um deslocamento

quimico § = 1 ppm € de dw = |w, — wp,| = 100 Hz, que € justamente igual
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ao valor de k; para a solucdo saturada de frutose. Nesta condi¢do, o regime
denominado de exchange narrowing, |w, — w,| < k;,, limite de rapidas
trocas protOnicas, ndo € mais valido e as equagdes acopladas de Bloch usadas
na derivagio do modelo™* de dois sitios ndo é mais valida.”

Esta limitacdo explica o fato de ndo ter sido possivel o ajuste adequado dos
dados experimentais ao modelo tedrico para a solu¢do saturada de frutose.

Porém, com excecdo da frutose, as condi¢Oes de rapidas trocas e o regime de

. - e 1
exchange narrowing sdo validas nas regides de —> 400 e os valores dos
cp

parametros Sw, T,j,, € k;, s@o obtidos com confianca bastante satisfatoria,
erros do ajuste < 5%.

A partir dos valores de T,;, apresentados na Tab. 5.1 e tendo-se em
mente que eles sdo diretamente relacionados aos tempos de correlacdo roto-
difusionais, vide Equacdo (4.18) Capitulo 4, pode-se ordenar os tempos de

correlacdo roto-difusionais, 7., dos sacarideos como:

frutose > sacarose > sorbitol > glicose > xilose > maltose

E importante ressaltar que esta ordem de tempos de correlagio ndo é devida ao
tamanho das moléculas, mas sim aos efeitos de percolacdo que surgem em
concentragdes mais altas, geralmente superiores a 45% m/m’'”°. Estes efeitos
aparecem em concentragdes mais altas e levam ao intenso aumento dos
tempos de correlacdo das moléculas de acucares devido as fortes ligacdes de
hidrogénio entre duas moléculas de sacarideos diretamente ou intermediadas
por moléculas de d4gua formando pontes via ligacdes de hidrogé€nio entre duas
moléculas de carboidrato.

A partir das curvas de dispersdao mostrados na Fig. 5.3 e dos parimetros da

Tab. 5.1, € possivel perceber que existem diferengas significativas nas taxas de

93



troca quimica, k;, € nos fluxos de troca proténica, k = P,k;. Considerando
esta ultima propriedade como a capacidade ou facilidade de uma molécula de
carboidrato em realizar trocas protOnicas com as moléculas de agua, a
molécula D-sorbitol, um acucar linear, em sua solucdo saturada é a que
apresenta o maior valor de k. Para os agucares ciclicos a glicose apresenta
maior capacidade de troca protOnica enquanto a frutose também em solugdo
saturada apresenta a menor taxa de troca de prétons. E importante ter em
mente que nestas concentracoes limites de solubilidade a razdo de moléculas
de dgua por moléculas de cada sacarideo, Ry, ¢, varia bastante de carboidrato
para carboidrato como apresentado na Tabela 5.2. De acordo com a proposta
de Hills,” o valor de k depende da composi¢do e seu valor mdximo para

solugdes de glicose ocorre em P, =~ 1/5.

Tabela 5.2. Nimero médio de moléculas de 4gua por molécula de carboidrato no
limite de solubilidade a 300K.

Acicar Ry,o Ru,0/0n
D-xylose 6,19 1,55
D-glucose 8,14 1,63
D-fructose 2,45 0,49
D-sorbitol 4,05 0,675
D-maltose.H,O 27,3 3,41
sacarose 9,20 1,15

Em concentracdes mais elevadas a eficiéncia do processo ciclico de troca
diminui pela auséncia de moléculas de 4dgua na estrutura tetraédrica de

ligacdes de hidrogénio, diminuindo a probabilidade de que uma troca ocorra
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entre o grupo OH do sacarideo e uma molécula de dgua. Assim, com exce¢ao
da maltose que apresenta, em média, uma razdo de 3,4 moléculas de dgua para
cada grupo OH, as trocas quimicas sdo mais baixas do que e condi¢ao ideal
P, = 0,2. Além disso, com os baixos valores de Ry, /on 130 € mais esperado
que a organizacao da 4gua seja exatamente a mesma tetraédrica do seio da
agua, e isto poderia desfavorecer as rdpidas trocas protdonicas. No caso
especifico da frutose, mas que também poderia ser estendido aos demais
sacarideos, a partir de certas concentragdes ocorre o fendmeno de percolagao
em que moléculas de frutose se agregam formando clusters via ligacdes de
hidrogénio com outras moléculas de frutose ou tendo moléculas de 4gua
servindo de pontes entre duas moléculas de frutose.” No estudo de dinimica
molecular feito por Sonoda e Skaf’> a mdxima concentracio de frutose foi de
57% (m/m) correspondendo a uma razdo Ry, = 7,54. Mesmo assim, foi
encontrado por estes autores que nesta concentragdo uma fragdo significativa
de moléculas de frutose realizava ligacoes de hidrogé€nio entre elas. Neste
cendrio, os valores bem mais baixos de T,; para os grupos OH da frutose em
relacdo aos demais sacarideos apresentados na Tab. 5.1, servem de indicativo
de que no limite de solubilidade as moléculas de frutose encontram-se mais
associadas entre si do que os demais sacarideos. Este evento também seria
uma possivel causa para os valores mais baixos de taxas de troca quimica.

E importante salientar que vérios processos dindmicos agem simultaneamente
durante as trocas quimicas. Primeiramente, as moléculas de cada agucar
encontram-se em equilibrio entre diferentes formas. Por exemplo, a glicose em
solucdo se distribui entre as formas o (36%) e B (64%), além de a
conformacdo da cadeia alternar entre as conformacdes “C, e ;C*. A Figura 5.4

mostra as estruturas em cadeira para 3-glicopiranose. Devido a existéncia dos
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A . ~ . ~ 4 .
trés grupos OH em orientacdo axial, a conformacdo C° € energeticamente

instével e existe apenas em tracos em solucdo.™

OH OH " oH
OH
HO Q o
o OH
OH OH OH

Figura 5.4: Estruturas da da p-D-glicopiranose entre as formas cadeira *C; e ;C”,

Ja a frutose mostrada na Figura 5.5, encontra-se em equilibrio em varias
formas e tem como conformer majoritdrio a forma [-furanosidea. Portanto, o
resultado das curvas de dispersao é uma média dos processos de troca quimica
entre as varias estruturas e os varios grupos OH presentes no carboidrato,
embora alguns grupos possam estar mais disponiveis e mais susceptiveis em

realizar trocas protonicas.

HO

=y
OH OH

/ cadeia aberta

f-furanose a-furanose

Figura 5.5: Estruturas quimicas em equilibrio para a frutose em solucdo aquosa.
Apesar da existéncia das cinco estruturas, a frutose apresenta-se majoritariamente na

forma B-furanosidea, e € encontrada apenas em tragos na forma de cadeia aberta.
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As curvas de dispersdao mostradas nas Figuras 5.6 fazem comparacdes nas
mesmas concentracdes de grupos OH da sacarose e frutose (a), e D-sorbitol e
frutose (b), respectivamente. Os parametros dos ajustes das curvas de

dispersdao ao modelo tedrico sao resumidos na Tabela 5.3.

90
1 < (a) ® Frutose 63,35%
80 T N O Sacarose 67,24%
70
60
- 504
7)) 4
~ 404
= 304
20 A
10
0 T T L L | T TorTTTT T
10 10° 10°*
(1/x) /s
70 . (b) O Frutose 75,03
N ® D-sorbitol 71,43

10° 10° 10*
(1/x) /s

Figura 5.6. Curvas de dispersdo comparativas para solugdes aquosas dos
carboidratos: (a) sacarose e frutose nas mesmas fragdes de prétons trocdveis,
P, = 0,3017; (b) sorbitol e frutose, P, = 0,43, ambos os gréficos a temperatura de
300 K. Os parametros obtidos dos ajustes sdo representados pelas linhas so6lida e
tracejada, e apresentados na Tabela 5.3. Para ambos os ajustes foi tomado T,, =
2,0s.
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Tabela 5.3. Parametros de composi¢do e do ajuste tedrico obtido a partir das curvas da Fig.
5.6(aeb).

. Ty
Actcar Ru,0/0n P, Swppm)  ky/s1  Ppk,/s! /10735
D-frutose 1,16 0,3017 0,68 360 109 60
Sacarose 1,15 0,3017 0,92 565 170 28
D-frutose 0,66 0,4290 0,51 235 101 18
D-sorbitol 0,67 0,4259 0,68 1200 515 41,5

A comparagdo dos parametros do processo de troca protonica nas solugdes de
frutose e solugcdo saturada de sacarose a mesma fracdo de sitios trocaveis,
mostra que a frutose comparta-se de forma consideravelmente distinta (trocas
mais lentas) em relacdo a sacarose. O mesmo pode ser dito a respeito da
comparagdo entre as solucdes de frutose e D-sorbitol nas mesmas
concentracdes de grupos OH (no limite de solubilidade do D-sorbitol).

Em ambas as comparagdes o fluxo de trocas protdnicas, k, é sempre menor
para frutose em relacdo aos demais agucares. Assim, € possivel inferir que as
taxas efetivas de trocas protdonicas nas solu¢des de frutose sdo mais lentas, e
consequentemente, os tempos de vida, T = 1/k, dos prétons no sitio frutose
sd0 mais longos do que nos demais acgucares deste estudo. A principal
diferenca entre a frutose e a sacarose 4 a presenca do grupo glucopiranosil
ligado ao grupo frutofuranosil, enquanto a frutose é formada apenas pela
unidade frutofuranosidea. As diferencas observadas também poderiam advir
da influéncia do tamanho uma vez que a sacarose ¢ um di e a frutose um
monossacarideo.

No entanto, como pode ser percebido na Figura 5.7 e Tabela 5.4, glicose e

maltose em concentracdes proximas apresentam praticamente as mesmas
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curvas de dispersdo apresentando os mesmos parametros de troca protonica,
dw e ky, e diferindo apenas o valor de T,,. O valor de T,; da maltose sendo
aproximadamente o dobro do da glicose, indica que as moléculas de maltose
sdo em média, duas vezes mais lentas do que as moléculas de glucose. Assim,
o tamanho do agucar ndo determina a taxa de trocas protOnicas mas sim a

natureza do sacarideo.

50

| ') Maltose.H2043.10%
T~ B Glicose 39.67%

10° 10° 1 10*
(1) /s

Figura 5.7. Curvas de dispersdo para solu¢des aquosas de maltose P, = 0,1271 e
glicose P, = 0,1412, a 300 K. Os parametros dos ajustes tedricos das curvas sao
resumidos na Tabela 5.4, e para ambos os ajustes foi tomado o valor T,, = 2,0 s.

Tabela 5.4. Parametros obtidos do ajuste tedrico das curvas Figura 5.4, tomando-se
T,, = 2,0 s, e os valores da razdo de moléculas de dgua por grupo OH dos carboidratos,

RHzO/OH'

Sacarideo  Ry,0/0n P, Sw/(ppm)  kp/s™t  Ppk,/s™! Ty,/1073s

Glicose 3,04 0,1412 0,99 830 118 190

Maltose 3,41 0,1271 1,18 880 112 110
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Por outro lado, a comparacdo entre maltose e sacarose em concentracoes
proximas, como € apresentado nas Figura 5.8 e Tabela 5.5, mostram que, de
fato, o grupo frutofuranosideo apresenta comportamento de trocas quimicas

bastante distinto do grupo glicopiranosideo.

50
| 0 Maltose.HZO 43,10%
40 Dl R B Sacarose 43,12%
10
30
- 20 4
l_(\l
10
0
T T AL L | T L L L |
10° 10° 10*

(1/x) /1 s”

Figura 5.8 . Curvas de dispersdo para solugdes aquosas de maltose P, = 0,1271 e
sacarose P, = 0,1376, a 300 K. Os parametros dos ajustes tedricos das curvas sio
resumidos na Tabela 5.5, e para ambos os ajustes o valor foi tomado T,, = 2,0 s.

Tabela 5.5. Parametros obtidos do ajuste tedrico das curvas Figura 5.4, tomando-se
T,, = 2,0s, e os valoreles da razdo de moléculas de agua por grupo OH dos
carboidratos, Ry, /oH-

T
Sacarideo  Ry,00H P, Swippm)  ky/s™' Ppky/st 103
Maltose 3,41 0,1271 1,18 880 112 110
Sacarose 3,13 0,1376 0,725 470 65 100

Nesta ultima comparacio o tnico parametro idéntico para ambos os acuicares

sdo os valores muito proximos de T, indicando que oS movimentos
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moleculares da maltose e sacarose em solu¢ao, nas mesmas concentragoes, sao
proximos. Este resultado estd em concordancia com o fato de ambos os
dissacarideos apresentarem volumes molares parciais muito proximos em
~ 34

solucdo aquosa.

Assim, pode-se certamente atribuir a diferenca observada entre frutose e
sacarose (Fig. 5.6-a Tab. 5.4), e entre maltose e sacarose (Fig. 5.8 e Tab. 5.5)
as diferencas entre os grupos furanosideo e piranosideo, em realizar trocas

protonicas € nao ao tamanho.

5.4.2. Comportamento dindmico dos sacarideos em
solucdo

A partir das Tabelas 5.3 e 5.4, € possivel fazer comparacOes acerca dos
processos dindmicos de troca e dos movimentos moleculares. Antes da
discussdao sobre as possiveis causas de as trocas protOnicas em solucdes
formadas por unidade frutofuranosideas serem consideravelmente mais lentas
do que as glicopiranosideas, serd feita uma breve discussdo sobre a dinamica
molecular.

Estudos experimentais®’ mostram que em solucdes com concentracio a partir
de 40 ou 45% m/m as moléculas de frutose comecam a se agregarem e este
processo € responsavel por um aumento mais acentuado da viscosidade em
fungdo da concentragdo. Estudos de simulacio de DM>* também mostram
que a partir de concentragdes em torno de 45% m/m ocorre um processo
agregativo das moléculas de frutose responsdvel pela intensa reducdo dos
movimentos moleculares. Tendo este efeito em mente, € possivel atribuir o
menor valor de T, para a solucdo saturada de frutose mostrado na Tab. 5.1 ao

efeito de percolacdo e formacdo de agregados moleculares. No entanto,
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quando se compara solucdes de frutose e sacarose nas mesmas concentragdes
em termos de protons trocaveis (P,), Tabelas 5.3-5.5, nota-se que a frutose
apresenta dinamica roto-difusional mais rapida que a sacarose mesmo em
concentracbes muito proximas, e mais lentas do que o D-sorbitol,
respectivamente. A partir destes dados € possivel dizer que mesmo nestas
solucdes concentradas as moléculas destes carboidratos ainda possuem
movimentos de difusdo rotacional caracteristicos de solucdes moleculares
liquidas. A comparacdo entre frutose e sacarose Fig. 5.6-(a) e Tab. 5.3,
permite inferir que, em média, o tempo de correlacio da sacarose a
concentracdo P, = 0,3017 e (T, = 28 ms), é o dobro do da frutose (T}, =
60 ms) na mesma concentracdo expressa em P;. Esta inferéncia € feita hava
visto que o sistema encontra-se no regime de rapidos movimentos moleculares
denominado de extreme narrowing limit, tal que as moléculas podem
apresentar movimentos translacionais e roto-difusivos livres. Portanto, os
tempos caracteristicos dos movimentos sdo diretamente dependentes do
tamanho, resultando assim nas diferencas nos tempos de relaxacao.

Num regime mais concentrado, a compara¢dao da mobilidade da frutose com o
D-sorbitol, Figura 5.6-b e Tab. 5.3, pode-se observar que nas mesmas
concentracdes, mesmo valor de P, e concentracdes madssicas proximas, a
frutose apresenta valore de T, pelo menos duas vezes menores do que o valor
apresentado para D-sorbitol. A mesma concentragio expressa em P,
corresponde a uma concentracdo expressa em fracao molar de 0,247 e 0,300,
respectivamente, para D-sorbitol e frutose. A diferenca de concentragcdo € de
aproximadamente 17% em fracdo molar. Nesta regido o aumento da
concentracdo leva a um aumento ndo linear da viscosidade e, pelo menos em
parte, ela seria responsavel pelas diferengas entre frutose e D-sorbitol. Como

verificado para véarios mono e di sacarideos, a partir de concentragdes em
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torno de 40%, o aumento da concentracdo leva a um aumento maior da
viscosidade do que seria esperado para um comportamento linear.”’ Porém,
outra explicacdo mais satisfatoria para os valores mais altos de T, seria a
maior flexibilidade das cadeias lineares do D-sorbitol em comparac¢do com a
cadeia ciclica de cinco membros da frutose.

Em regime mais diluido, porém ainda em concentra¢cdes moderadamente altas,
a comparacao das curvas de dispersdo entre glicose e maltose, e entre maltose
e sacarose confirmam que, independentemente dos efeitos agregativos, o
tamanho dos carboidratos afeta os valores de T,,. Na Figura 5.7 e Tab. 5.4,
observa-se que as taxas de troca e dw para glicose e maltose sdo praticamente
0s mesmos, mas apresentam os valores de T,p i = 2T2p yqie- Porém, a
comparacgao semelhante entre maltose e sacarose Figura 5.8 e Tab. 5.5, mostra
que os valores de T,, sdo praticamente os mesmos, como era esperando por
ambos serem dissacarideos com volumes molares parciais préximos>'. A
principal diferenga entre maltose e sacarose € basicamente nos parametros de
troca, kye Ow, devido as diferencas de capacidades em realizar trocas

protOnicas ja apontadas entre os grupos glicopiranosil e frutofuranosil.

5.4.3. Relagdo entre hidratagdo e trocas quimicas

De acordo com a proposta de Hills*®, um modelo satisfatério de hidratacdo
seria considerar que cada grupo OH dos carboidratos se liga a duas moléculas
de agua, as quais apresentam movimentos rotacionais e translacionais mais
restritos em relacdo as moléculas do seio da fase. Assim, as moléculas de dgua
diretamente ligadas aos carboidratos, 10 no caso da glicose e frutose, € 16 no
caso da maltose e sacarose, apresentam tempos de correlacdo mais longos do

que as moléculas do bulk. O aumento da concentracdo das solucdes de
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sacarideos de modo a gerar valores menores Ry, o/on < 2, desfavoreceria o

processo ciclico de trocas quimicas com a consequente diminuicdo do fluxo de
prétons k.**

De acordo com os dados das Tabelas 5.1 a 5.3, as solucdes concentradas de
sacarose, glicose, frutose e D-sorbitol apresentam, em média, menos de duas
moléculas de dgua por grupo OH destes carboidratos. A situacdo mais critica €
verificada para as solugdes saturadas de frutose Ry, o/op = 0,5 € sorbitol
Ry,0/0n = 0,6. Existem ainda caracteristicas intrinsecas de cada carboidrato
que leva a um maior ou menor fluxo de prétons. Por exemplo, como
apresentado na Tab. 5.3, frutose e sacarose na mesma concentragdo expressa

em P}, e possuindo o mesmo valor de Ry, o,oy = 0,67, apresentam valores de

k bastante distintos. Nesta condicdo o fluxo de trocas protdnicas, k, na solugao
de sorbitol, 515 s™, é pelo menos cinco vezes maior do que para frutose, 101 s
! Portanto, as taxas de troca nio se relacionam diretamente com a dinAmica
dos movimentos moleculares € nem apenas com a concentracdo, P,, dos
carboidratos. De alguma forma, a estereoquimica dos carboidratos e/ou a
forma de cadeia sacaridea (linear, piranosidea ou furanosidea) também é um
fator, no minimo importante, na determinagdo das taxas de troca protOnica.

Comparando as propriedades macroscopicas como volume molar parcial em
diluicdo infinita, e nimero de hidratacdo entre frutose e glicose e entre maltose
e sacarose,”’ ndo é possivel atribuir as diferengas observadas nos processos de
troca quimica as diferencgas entre as propriedades macroscéopicas. Sacarose e
maltose, por exemplo, apresentam nimeros de hidratacdo obtidos por medidas
ultrassonicas™ de 13,9 e 14,5, respectivamente, e para frutose e glicose, estes
valores sdo, 8,8 e 8,4, respectivamente. Ainda que os nimeros de hidratacdo

estivessem diretamente relacionados ao fluxo de prétons, ndo seria esperado
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que tais diferencas aparecessem nos regimes concentrados em que o nimero
médio de moléculas de dgua por mono ou dissacarideo em questdo sdao
menores.

Outro parametro que poderia afetar seria o numero de grupos OH em posi¢oes
equatoriais. Tém sido proposto que os grupos OH em posi¢des equatoriais de
acucares na forma piranosidea adequam-se mais facilmente na estrutura
tetraédrica da dgua do que em conformacdo axial. Assim, acuicares com
propor¢des mais elevadas de grupos OH em posi¢do equatorial sdo, pelo
menos em principio, mais extensivamente hidratados’ e, por isso, 0s processos
ciclicos de troca quimica seriam favorecidos. A comparacdo entre glicose e
frutose mostra que frutose apresenta 3 dos 5 grupos em orientacdo axial
enquanto glicose apresenta aproximadamente 4,5 grupos em orientacdao
equatorial.** Comparando a razio de grupos OH da sacarose e maltose,
percebe-se que 7,2 dos 8 grupos OH na maltose encontram-se em orienta¢ao
equatorial enquanto que na sacarose ha cerca de 5 de 8 grupos OH. Assim,
parece haver uma relagdo semi-quantitativa entre a fracao de grupos hidroxila
orientados equatorialmente e as capacidades de troca quimica.

Talvez um fator que influa mais fortemente sobre as taxas de troca protOnica
seja a suscetibilidade que cada grupo OH apresenta em realizar trocas. Como
demonstrado na literatura, estas trocas protonicas sdo acido-base catalisadas.
Além disso, espera-se que quanto maior a basicidade dos oxigénios dos grupos
OH ou maior acidez destes protons, maior seria a capacidade de um préton ser
transferido do carboidrato para 4gua ou vice-versa. A presenca do oxigénio
etilico ligado ao carbono “C1” nos agucares ciclicos leva a uma maior
desblindagem do préton anomérico e consequentemente o deslocamento
quimico torna-se maior em comparagdo com os demais prétons hidroxilicos.

- 36 o . : .
Harvey e Simons™ verificaram que os agucares na forma piranosidea
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apresentam deslocamentos quimicos dos protons hidroxilicos anoméricos
cerca de 1 ppm mais altos do que o grupo hidroxil anomério da frutose. Este
resultado evidencia que, de fato, os grupos OH nao comportam da mesma
forma, e pode-se especular que a transferéncia de prétons no processo ciclico
seja mais facil de ocorrer quanto maior for o deslocamento quimico. A
contribui¢cdo dos protons hidroxilicos do carbono anomérico para 0s processos
de troca seria maior para os glicopiranosideos do que para os
frutofuranosideos, uma vez que os primeiros apresentam grupos OH
anoméricos com valores mais altos de dw. Esta explicacdo € bastante
consistente com os dados apresentados nos graficos comparativos, Figuras 5.6

— 5.8. Baseando-se em medidas de dispersdo T, vs. T e de Ty, vs. w,(kHz),

Hills* demonstrou que as curvas de dispersdo podem ser descritas por pelo
menos duas populacdes de protons hidroxilicos sendo uma populacdo com
taxa intrinseca de troca mais rdpida e outra mais lenta. Este autor sugeriu,
baseando-se nos seus resultados, que as componentes com trocas mais rapidas
poderiam ser atribuidas aos grupos OH anoméricos. Portanto, as diferengas
observadas entre os grupos glicopiranosil e frutofuranosil podem ser
explicadas pelas diferencas de deslocamento quimico dos protons anoméricos
e também pela razdo dos grupos OH em orientacio equatorial.

Em estudo de relaxometria feito por Fabri e colaboradores® de uma série de
carboidratos, contudo, ndo mostram uma diminuicao das taxas de troca, k,
quando os grupos OH anoméricos sao metilados. Os valores encontrados a
partir de ajustes ao modelo de Carver & Richards sdo consideravelmente mais
altos do que os apresentados para glicose e xilose, sacarose e maltose desta
tese. Por outro lado, os valores de kj, apresentados por eles para D-glucitol (D-
sorbitol), sdo extremamente mais baixos do que os encontrados nesta tese.

Estes autores ndo apresentam os dados confidveis de varios parametros como
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dw, T,p, € ky; e 0o modelo de Carver & Richards usado por eles apresenta um
erro nas equacodes. Os valores destes parametros em diferentes concentragdes
ndo segue nenhuma légica e, portanto, ndo se pode tomar como certo que a
metilagdo dos grupos OH anoméricos aumentaria (nem que diminuiria) as
taxas de troca protonicas. Para exemplificar, os valores de T,; reportados por
estes autores’ para o D-sorbitol (glucitol) sdo de 300 ms enquanto para os
dissacarideos sacarose e maltose estes valores sdo de 300 e 100 ms
respectivamente, todos na concentragao de 10% m/m e temperatura de 298 K.

Deixo aqui uma indicagdo de que um experimento com os acucares estudados
nesta tese com os grupos OH metilados apresentariam taxas de troca, k;, e
fluxos de proétons, k, mais baixos do que os respectivos aclicares nas mesmas
condi¢des de concentracdo e temperatura. De fato, como serd mostrado no
Capitulo 8, estudos de relaxacdo dos mn-alquilglicosideos mostrou que a
inclinacio da curva de T, ! vs. Pp, cuja inclinacdo € proporcional A kj,
diminui de forma considerédvel as inclinacdes em relacdo aos agucares glicose

e maltose sem os grupos OH anoméricos metilados.

5.4.4. Consideracoes sobre a dindmica das moléculas de
dgua nas solugoes de carboidratos estudadas

A dgua ao redor de protefnas™® e de carboidratos™ assume movimentos
moleculares mais restritos e anisotropicos, resultando em tempos de
correlacdo mais longos, e consequentemente, hi um aumento das taxas de
relaxacdo em relacio as moléculas do bulk. Hills” propde que as fortes
ligacdes de hidrogé€nio entre as moléculas de dgua e os grupos OH das
moléculas de glicose induzem uma ligeira anisotropia nos movimentos de

reorientacdo molecular das moléculas de dgua. Com este movimento
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anisotropico surge a necessidade de dois tempos de correlagdo caracteristicos
dos movimentos moleculares com escalas distintas de tempo. A dgua ligada
(4gua de hidratacdo) mantém um alto grau de mobilidade rotacional e seu
tempo de correlagdo dos movimentos reorientacionais sdo bastante curtos, na
faixa de 20-30 ps e sdo independentes da concentracdo. J4 os movimentos
mais lentos de reorientacdo molecular sdo caracterizados por tempos de
correlacdo que variam de aproximadamente 165 ps em solugdes bem diluidas
chegando até 5 ns 2 uma concentracio de glicose de 58% m/m.* Em solucdes
diluidas tais que a fragdo de moléculas de hidratagao sdo bem menores do que
a fracdo de dgua em seu seio, as rdpidas trocas entre estes ambientes garantem
taxas de relaxagdo nao muito altas para as moléculas de d4gua. No entanto, em
concentragdes altas, a fracdo de moléculas ligadas com tempos de correlagao
elevados se torna dominante e a atribui¢do de tempos de relaxacdo intrinsecos
T,, = 2,0 s para as moléculas de 4gua ndo € mais correta. Por exemplo, para a
solucdo saturada de frutose, o valor de T,, foi melhor ajustado em 1,13 s e
nesta Secdo € feita uma avaliacdo dos retardamentos dos movimentos
moleculares da H,O nas solu¢des mais concentradas de glicose. De acordo
com a avaliacdo de Hills usando os nicleos “H e 'O, o tempo de correlacio
dos movimentos moleculares lentos das moléculas de agua (2H217O) ¢ de 165
ps no limite de diluicdo infinita. Neste modelo € assumido um ndmero de
hidratacdo igual a 10, o qual se mostrou o mais satisfatorio para o ajuste dos
resultados deste autor. O valor encontrado por Hills para os movimentos
lentos da 4gua de hidratacdo sdo ligeiramente mais répidos do que as
moléculas de glicose, 7, = 210 ps, numa concentracio de 1,85 mol L™.*
Tendo em mente o abrupto aumento de viscosidade a medida que a
concentracdo de glicose passa de 40% m/m e, por conseguinte, dos tempos de

correlagdo, € preciso ter garantia de que as moléculas de dgua nestes sistemas
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ainda se encontram no regime de rapidos movimentos moleculares, w7, < 1.
Hills determinou que até a uma concentracdo de P, = 0,25, as moléculas de
glicose e as moléculas de agua de hidratacdo encontram-se no limite de
rdpidos movimentos moleculares (extreme narrowing limit). Devido a maior
energia coesiva das moléculas de D,O em relagdo as de H,O, pode-se assumir
seguramente que para as solucdes de glicose e também, maltose, xilose,
apresentadas neste estudo, estas solugdes encontram-se no limite de rapidos
movimentos moleculares. No entanto, para as demais solugdes de sacarose, D-
sorbitol e frutose, nos seus respectivos limites de solubilidade, os movimentos
moleculares sd@o mais restritos e os tempos de correlagcdo sdao maiores. Além
disso, neste regime de concentragdao, P, > 0,25 ndo hd mais moléculas de
agua de bulk e, portanto, os tempos de relaxacao, T,, sdo mais baixos do que
2,0 s.

Para o célculo do valor do tempo de relaxagdo intrinseco das moléculas de
agua, T,,, fol primeiramente assumido que numa solucdo aquosa do sacarideo
a agua de bulk e a dgua de hidratacdo encontram-se no regime de rapidas
trocas. Assim, o tempo de relaxacao efetivo da 4gua pode ser descrito pela Eq.
(5.5)

1 P bw 1-P b P bw

LA (5.5)

bw w
TZa TZa 2a

em que P, € a fracdo de prétons trocdveis que se encontram ligados aos
grupos OH dos sacarideos por ligacdes de hidrogénio e T2Y é o seu tempo de
relaxacdo intrinseco, e T,y € o tempo de relaxacdo intrinseco da dgua pura
(bulk) assumido neste trabalho como sendo 2,0 s. Foi considerado para o
célculo de T,, das solucdes de glicose a anisotropia dos movimentos

moleculares com tempos de correlacio 19 e 165 ps,” para os movimentos
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lentos e rapidos, respectivamente. O tempo de correlagdo efetivo foi

calculando a partir da Equacgdo (5.6)

1 1 1

P SR

(5.6)

Em que os sobrescritos r e [ referem-se aos movimentos répidos e lentos,
respectivamente. Por fim, assumindo estar no regime de rdpidos movimentos
moleculares foram calculados os tempos de relaxagao efetivos das moléculas
de dgua. No trabalho de Hills foi assumido um nimero de hidratacdo, h = 10,
como sendo o mais conveniente. Porém, os estudos baseados em técnicas e
experimentais e por DM sugerem valores mais préximos a 8,8 para glicose.™
Para a solucdo saturada de glicose, P, = 0,2340, todas as moléculas de dgua
encontram-se ligadas aos carboidratos. Ainda de acordo com Hills, o tempo de
correlacdo associado aos movimentos rapidos € independente da concentragao.
J4 t! associado aos movimentos reorientacionais lentos depende da
concentragdo. Usando os valores encontrados por Hills® para D,O, e
assumindo-os como valores proximos aos valores para H,O, o valor do tempo
de correlagdo efetivo € aproximadamente 17,2 ps. O valor efetivo foi entdo
determinado T,, = 0,795 s através da Eq. (4.17) do Capitulo 4, e tomando o
valor do segundo momento, M, = 2,12 X 101% s72 para as moléculas de
dgua.” Para a solucdo de glicose, P, = 0,1412, foi usada a Eq. (5.6) e obtido
um valor de tempo de relaxacdo efetivo das moléculas de dgua T,, = 1,24 s.
Este valor € simplesmente a média ponderada entre as moléculas da camada
de hidratacdo e as livres. As curvas de dispersao para os novos valores de T,
(curvas pretas) sao mostradas na Figura 5.9 e os parametros resumidos na Tab
5.6 em comparagdo com os valores previamente apresentados com T,, =

2,0 s (curvas em vermelho).
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Figura 5.9. Curvas de dispersdo para solugdes aquosas de glicose nas concentragdes
P, = 0,1412 (simbolos vazados) e 0,2340 (simbolos fechados), a 300 K. Os
parametros dos ajustes tedricos das curvas sdo resumidos na Tabela 5.6. Os ajustes
com T,, = 2,0 s sdo representados pela curvas em vermelho, enquanto as curvas
pretas foram calculadas a partir dos respectivos valores mostrados na Tab. 5.6.

Como pode ser observado, praticamente ndo ha variagdes nos parametros kj, e
dw usando o valor de T,, igual a dgua de bulk ou levando-se em conta os
retardamentos provocados pelas moléculas de glicose. Ademais, também nao
ha diferencas entre as linhas ajustadas (linhas vermelha e preta) e portanto, o
processo de troca quimica ndo depende, pelo menos de forma significativa, da
dindmica dos movimentos moleculares da dgua. No entanto, ao incluir os
retardamentos das moléculas de dgua, os valores determinados de T,; sdo

maiores do que os determinados assumindo T,, = 2,0 s
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Tabela 5.6. Parametros de composicao e do ajuste tedrico obtido a partir das curvas

da Fig. 5.9.

Acticar P, Swppm)  ky/s 7;)—klb ;il(’)—s s Taa/s

Glicose  0,1412 0,99 830 117 265 1,24
0,99 840 119 180 2,00

Glicose  0,2340 1,19 780 183 135 0,795
1,20 780 183 102 2,00

Os valores de T,, apresentados na Tab. 5.6 incluem vérias aproximagdes,
mesmo assim eles mostram que os valores dos tempos de relaxacdo
intrinsecos do prétons dos carboidratos, T,,, para as solugdes de agucares,
principalmente aquelas com maiores valores de Py, sdo superestimados devido
a ndo contabilidade dos retardamentos das moléculas de dgua. E esperado que
estes efeitos sejam mais intensos para as solucOes saturadas de frutose,

sacarose e D-sorbitol. Devido aos baixos valores de Ry, /on, € esperado que

nestas solugdes os retardamentos sejam tdo intensos que os movimentos das
moléculas de dgua sejam mais proximos das moléculas dos carboidratos, pois
nestes regimes de concentragdo hd uma grande fracdo de moléculas de 4dgua
participando de ligacdes de hidrogénio com duas moléculas de sacarideos.
Como serd mostrado no préximo capitulo, para solugdes saturadas de frutose e
sorbitol os tempos de relaxacdo longitudinais dos prétons trocdveis € nao
trociveis sao praticamente 1idénticos indicando que os movimentos
moleculares das moléculas de dgua e dos prétons dos carboidratos apresentam

movimentos moleculares em escalas proximas de tempo.
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Embora seja possivel a aplicagdo do mesmo procedimento de determinacao de
T,, da solucdo de glicose para as demais solugdes (maltose e xilose), estes
cilculos ndo fornecerdo informagdes relevantes uma vez que tais
consideracdes ndo interferem nas taxas de troca quimica. Esta consideracdao
seria relevante para as solucdes de frutose e sacarose, porém ndao ha

parametros suficientes na literatura para estas estimativas.

5.5. Conclusoes

As solugdes aquosas dos carboidratos deste estudo apresentam diferencas
significativas nos tempos de relaxacdo nos seus respectivos limites de
solubilidade. Esta diferenca reflete o fato de os varios carboidratos
apresentarem diferentes solubilidades implicando em dinamicas dos
movimentos moleculares distintas (tanto moléculas de &4gua quanto dos
carboidratos). Independentemente deste fato, os acucares apresentam
diferencas significativas na capacidade de realizar trocas protOnicas com as
moléculas de dgua. Nas mesmas condi¢cdes de concentracdo e temperatura foi
verificado que o grupo frutofuranosil apresenta fluxo de trocas protOnicas
consideravelmente mais lentas do que a unidade glicopiranosidea e da forma
linear (D-sorbitol). Este comportamento relaciona-se qualitativamente com o
fato de os deslocamentos quimicos de unidades frutofuranosideas sao em
média 1ppm menores do que os respectivos grupos de unidades
glicopiranosideas. Alem disso, a capacidade de trocas protdonicas também
parece relacionar com a fracdo de grupos OH em orientagdo equatorial.

Juntamente com a maior flexibilidade da cadeia linear do D-sorbitol, os
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grupos orientados equatorialmente leva a uma maior taxa de troca de prétons

do que as forma piranosidea e furanosidea.
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Capitulo 6

Solu¢des aquosas de carboidratos simples estudadas

por relaxometria 2D
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6.1. Introducgdo

Apesar do elevado potencial da relaxometria 1D no estudo de processos
dindmicos, ela apresenta limitagdes quando empregada na caracterizagdo de
populacdes de prétons, principalmente em matrizes heterogéneas em que
grupos apresentando os mesmos valores de 7, porém com distintos valores de
T;, ou vice-versa, ndo podem ser apropriadamente caracterizados. A
relaxometria de correlagdo cruzada ou simplesmente relaxometria bi-
dimensional (2D), surge como uma alternativa para a caracterizacao dinamica
de sistemas dos mais simples (solu¢des de moléculas pequenas) até matrizes
complexas como alimentos e tecidos celulares. Dentre outras vantagens, a
relaxometria 2D permite que picos que apresentem um mesmo valor de 75 mas
diferem em 77, ou inversamente, o mesmo valor de 7 e diferem os valores do
T,, possam ser resolvidos em duas dimensdes e fornecer picos separados em
solugcdes de polissacarideos, proteinas, e até mesmo solu¢cdes de mono e

dissacarideos.

Neste capitulo os aspectos dindmico das interacdes dgua-carboidratos serdo
explorados por relaxometria de correlagdo cruzada 2D de solucdes aquosas de
carboidratos em regimes concentrados préximo ao limite de solubilidade. Para
tal, uma breve introducdo dos principios basicos da relaxometria 2D sdo

apresentados.
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6.1.1. Relaxometria de correlagdo cruzada
T,—T,

Nos estudos de relaxometria de amostras contendo mais de uma populacdo de
prétons € comum o uso de uma sequéncia de recuperacdo de inversdo antes da
implementacdo da sequéncia CPMG, tal que o intervalo de tempo t;, entre o
pulso de 180° e o pulso de 90° € apropriadamente ajustado para satisfazer a
condi¢do t; = T; In 2. Este procedimento € usado, por exemplo, para suprimir
o pico da 4gua em solucdes de agucares selecionando-se adequadamente o
valor de t; para anular o sinal dos prétons da dgua.' Ao invés de usar um
unico pulso de 90° e medir e decaimento da sequéncia CPMG no dominio de
tempo t,, € possivel a implementacio da sequéncia de inversdo de
recuperacdo variando-se a dimensdo t; e adquirindo a intensidade dos echos
de spin imediatamente apds o pulso de 90°. Posteriormente a esta etapa, os
ecos de spin da sequéncia CPMG sao adquiridos na dimensdo t,, € assim
obtém-se a relaxometria de correlagdo cruzada em duas dimensdes 7,—71,. A
sequéncia de pulsos para a relaxacdo cruzada 2D pode ser resumida pela
sequéncia de pulsos® [180°, —t; —]; — 90°, — [Tcp —180°, — 7., —

(1342} (132

eco —]j — e apresentada esquematicamente na Figura 6.1. “” e ‘7 sdo

variados para obter os sinais nas dimensdes T; e T,. Ap6s a aplicacdo do pulso
de 180° um intervalo de tempo t; € esperado até a aplicagdo do pulso de 90° e
subsequente determinagdo da intensidade da magnetizacdo no plano x-y.
Durante a dimensao t; ocorre relaxacdo longitudinal. Apds o pulso de 90° e
aquisicdo da intensidade em t = t;, inicia-se a dimensdo t, com uma
sequéncia de pulsos CPMG obtendo-se os ecos de spin a cada intervalo de

tempo 27.y,.
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Figura 6.1. Representacdo esquemadtica da sequéncia de pulso para relaxometria de
correlacdo cruzada 7T, — T,. No dominio de tempo t; ocorre relaxacio longitudinal e
para cada valor de t; na sequéncia inversdo de recuperacdo € obtido a curva de
decaimento dos ecos de spin na dimensdo t,. Durante esta Ultima dimensdo ocorre
relaxagdo transversal e, se houver processos de transferéncia de magnetizacao entre
os reservatorios de prétons, poderd ocorrer o surgimento de picos cruzados.

Durante o periodo de tempo t; o sistema ¢ dominado pela relaxagdo
longitudinal e durante o tempo t, pela relaxacdo transversal e, se houver
processos de transferéncia de magnetizagio, os tempos Ty g p) € To(qp) S€rdo
afetados.

O sinal de RMN 2D, M (t;, t,), é uma fungao das dimensdes t; e t, e pode ser

descrita matematicamente pela equagio’

Ly b
M(tl, tz) - fj 1 - 26 Tl ) e TZ?(Tl, Tz) + E(tl, tz) dTldTZ (6.1)

em que F(T;, T,) é a distribui¢do de tempos de relaxacdo longitudinal e
transversal, os quais sdo obtidos pela transformacao inversa de Laplace em 2D
dos dados experimentais de M (t;,t,). O parametro E(t;,t,) corresponde ao
ruido, que se mostra um fator critico em varios experimentos de relaxacdo de
correlacdo cruzada podendo levar ao aparecimento de picos em regides
proibidas do espectro 2D ou picos que ndo estdo relacionados a nenhuma

populacgdo de spins. Os tempos T; e T, e o espectro 2D T; — T, sdo obtidos da
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transformacao inversa de Laplace por meio de um algoritmo que foi descrito
por Song e colaboradores em 2002.

De acordo com Hills e colaboradores,” os processos moleculares responsaveis
pela relaxagdo cruzada 2D podem ser descritos como segue. Considerando
dois reservatérios de prétons com tempos intrinsecos de relaxagdo
longitudinal e transversal, Tj,) € Ti2p), @ € b, referentes as duas
populacdes. Na auséncia de relaxagdo cruzada, situagcdo em que as duas
populacdes de prétons comportam-se como se estivessem isoladas uma da
outra, sao esperados dois picos bem resolvidos ao longo da linha diagonal com
seus respectivos tempos de relaxagio Tj ;) € Tq2(p)- Porém, se houver a
possibilidade de relaxacdo cruzada poderd haver a formacgao de picos cruzados
com tempos de relaxacdo que sdo a combinacdo dos tempos reais das
populacdes. As relaxagbes cruzadas sdao causadas por troca quimica
(transferéncia de prétons), ou no caso de relaxagdo longitudinal, por interagdes
dipolares, ou por difus@o de spins, com taxas de relaxagdo Ry (4) € Ry (p)- Os
fluxos de magnetizacdo entre as populacdes estdo sujeitos a condigdo
estaciondria M2k, = Mpky, e M%k,, = M{k,, para as populacdes a e b e
para as relaxacdes longitudinal (1) e transversal (2). Assim, de acordo com
Hills e colaboradores,” a equagio para a evolucio temporal das magnetizacdes
e da relaxacdo cruzada T; — T, sdo apresentadas resumidamente no Apéndice

D. As taxas de relaxagdo efetivas s e s~ sdo dadas pela Equagdo (6.2)

1
st = _E(R“ +k,+ Ry + k)
1
i {(Ra + ka + kb)z - 4[(Ra + ka)(Rb + kb) - kakb]}E (62)

Devido a simetria entre as populacdes a e b, as solu¢des matemdticas para M,

sdo idénticas as de M. A partir das equagdes para M, e M,,, é possivel prever
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o comportamento para trés diferentes regimes. Para uma situacdo hipotética de
populagdes igualmente distribuidas nos sitios a e b, e assumindo-se que ambas
as populacoes apresentam os mesmos tempos de relaxacao transversal, porém

diferindo os valores de T;, obtem-se:

(1)  no limite de rapidas trocas quimicas as duas popula¢cdes com tempos de
relaxacdo T;, e T;p, apresentam-se com um pico com tempo de
relaxacao transversal médio

(11) no limite de lentas trocas quimicas haverd dois picos de relaxagdo
longitudinal T;, e Ty, como se as duas populagdes fossem isoladas

(111) Para regimes intermedidrios, no entanto, a ocorréncia de relaxagao
cruzada levard ao aparecimento de picos cruzados que apresentam

~ . - 12
taxas de relaxagio maiores do que os valores de T;; e Ty,

6.1.2. Relaxometria de correlacdo cruzada
T, — store—T,

A relaxometria 2D, T, — store — T,, € fundamentada nas mesmas equacoes
de Bloch modificadas para inclusdao dos termos de troca quimica e
transferéncia de magnetizacao Eq. (D.1), com a diferenca 6bvia de envolver
explicitamente apenas termos de relaxacdo transversal. No Apéndice D os
principios da relaxometria de correlacdo cruzada T, — store —T, sdo
descritos brevemente. Neste caso a condi¢cdo de equilibrio estacionério,
M2k,, = M{k,,, entre as populacdes de spins também se aplica.

A sequéncia T, — store —T, é dividida em trés periodos (etapas) com
dimensdes de tempo tja, t;a € tza, correspondentes aos trés elementos da
sequéncia. Durante a primeira etapa na dimensdo de tempo (t;:), € iniciada a

primeira sequéncia CPMG estando ambas as populagdes sujeitas a
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possibilidade transferéncia de magnetizagdo seja por troca quimica ou
interacdo dipolar secular. A intensidade ao final dos ecos de spin € calculada
de acordo com a resolugdo da Eq. (D.1) obtendo o valor de M, ;(t;2) como

descrito por Korb e colaboradores*

Ma(tl) = Mc(l)
S, +R,, +k,,)M? —k,, M?
—9 ( 2 2a _ az) +a b1"p eXp(Sftlg)
52 - 52
(SZ+ + Raz + kaZ)Mg - kblMl(o) _
-2 — exp(Sy ta) (6.3)
52 _52

Equagdes equivalentes sdo encontradas para o reservatorio de protons b, e as

taxas de relaxacgao efetivas sdo calculadas de acordo com a Eq. (6.4)

st~

i
. (Rai + kai + Rbi)
B 2

1
5 \/ (RY? + kg + RV 4+ k)" — 4[(RY? + ko) (RE? + k) — koky]  (6.4)

Assim, s3o determinadas as magnetizacdes apOs o primeiro periodo de
relaxa¢do, M, p(t12). Durante o periodo t, a magnetizacdo transversal é
“armazenada” (sfored) no eixo *z através de um pulso de 90°, usando a
metodologia de phase cycling. Nesta etapa apenas relaxagdo longitudinal pode
ocorrer. A magnetizagdo ao fim desta segunda etapa, M, ,(t;,t;) serve de
condicdo inicial para o terceiro periodo com relaxacdo transversal
M, ,(ty,t;, t3). Esta terceira etapa se inicia apds outro pulso de —90° trazendo
de volta a magnetizacio para o plano x-y e a subsequente obtencdo dos ecos de

spin da segunda sequéncia CPMG.’ As intensidades dos picos ao longo da
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diagonal (P™*; P™7) e os picos cruzados fora da diagonal (P*~; P~"), sdo
dependentes dos produtos exp(SZJr / _tl) exp(52+ / t3), enquanto que outros

termos sdo eliminados através da metodologia de phase cycling.” A sequéncia
de pulsos T, — store — T, € resumidamente descrita pela equacao:

90° — T¢p — [180°y —Tep — eco]n —90°_, — store time — 90°, — 7., —
1

o — —
[180 y — Tep eco]n2 (6.5)
sendo T o intervalo interpulsos, n; e n, sdo os nimeros de ecos de spin

adquiridos na primeira e segunda sequéncias CPMG, respectivamente.

6.2. Materiais e Métodos

6.2.1. Materiais

Os carboidratos com seus respectivos fornecedores e purezas: D-xilose (Sigma
> 99%); D-glicose (AnalarR® > 98 %); D-frutose (Sigma = 99%); Sacarose
(Sigma = 99%), D-matose.H,O (Aldrich = 98); D-sorbitol (Aldrich = 99%)),
foram utilizados sem purificagcdes posteriores. As solucdes aquosas foram
preparadas usando dgua deionizada (18.2 MQ) e deixadas em temperatura
entre 27-29 °C por pelo menos 72h para atingir o equilibrio de solubilidade.
As concentracoes das solugbes saturadas e em outras concentracoes sao
apresentadas nas Tabelas 5.1, 5.3, e 5.4. Nao foi necessario o ajuste dos pH’s
pois para todas as solucdes dos diferentes sacarideos os valores ficaram na

faixa 5,6 < pH < 6,2, estando, portanto, na regido de trocas neutras.
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6.2.2. Medidas de Relaxacdo de correlacdo cruzada
T1 — Tz e Tz — Tz

Todos os experimentos de RMN deste capitulo foram realizados no
Equipamento DRX (Resonance Instruments) operando a 100,12 MHz e
temperatura de 300K.

As medidas de relaxometria 2D T; — T, foram realizadas através de uma unico
pulso inicial empregando-se a sequéncia de pulsos de recuperagcdo de
inversdo-CPMG, em que a etapa de inversdo [180°, —t; —] € inserida em
frente da sequéncia CPMG. Foram corridos 64 single shots (iteracdes) da
sequéncia contendo os dominios T; como mostrada na Fig. 6.1 com diferentes
valores de t; distribuidos logariticamente na faixa de (102 a 1072) us de
maneira tal que ao final, toda a magnetizag¢ao longitudinal fora recuperada. Na
dimensao t, (Fig. 6.1) os parametros da sequéncia CPMG foram ajustados de
maneira que o nimero de ecos e/ou o intervalo interpulos 7, fossem variados
para obter decaimentos da magnetizacdo com linha base igual a zero. Os
valores tipicos de intervalo entre os pulsos (90-180°) usados para as solu¢des
em altas concentragdes e saturadas dos agucares foram: 7 (100-300) us. O
tempo de espera, RD, entre cada iteracdo da sequéncia T; — T, foi escolhido
de modo a satisfazer a condi¢gdo RD > 5Tj;.

As medidas de relaxometria de correlagdo cruzada T, — T, foram realizadas
usando a sequéncia de pulsos descrita na Eq. (6.5) e sempre apos as medidas
de T; — T,, e empregando-se os mesmos tempos de reciclagem e 0os mesmos
valores de 7. Os valores tipicos do intervalo em que a magnetizacdo €
“armazenada” no eixo-z, sotre time, situou-se na faixa de 0,500 — 1000 ms.

E importante salientar que os tempos T foram suficientemente curtos para que

os efeitos de troca quimica ndo influissem sobre os valores taxa de relaxagdo
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transversal dos prétons trocaveis. No entanto, as trocas protOnicas € as
transferéncias de magnetizacdo entre os spins das diferentes populacdes
continuam ocorrendo normalmente. O processamento dos dados foram feitos
com o script desenvolvido em plataforma MATLAB® por Kevin Wright
pesquisador do Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear situado no
Institute of Food Research, empregando o algoritmo proposto inicialmente por
Song e colaboradores.” Todos os experimentos de relaxometria no dominio do
tempo deste capitulo e do Capitulo 5, foram realizadas durante estigio

sanduiche entre abril e julho de 2011.

6.3. Resultados e Discussdo

6.3.1. Relaxometria de correlagdo cruzada T1 — T,

Os espectros de relaxometria bi-dimensionais foram estudados em regides das

: N .. : 1
curvas de dispersdo de répidas taxas de pulsos, i.e. (T— > kb) e com
cp

intervalos intertupulsos na faixa 100 < 7., > 300 us. Nesta faixa de
aplicacdo de pulsos os efeitos das trocas protdonicas sobre os valores de T, sao
despreziveis e os resultados obtidos nos espectros 2D sdo preponderantemente
devidos a processos de transferéncia de magnetizacao por interacoes dipolares
modulados por movimentos roto-difusionais. Previamente as medidas
bidimensionais foram realizadas as medidas de T, em 1D. A Figura 6.2 mostra
os espectros de relaxacdo 1D para as solugdes saturadas dos carboidratos, com
excecao da sacarose que € apresentado na mesma concentracdo massica da

maltose cerca de 43% m/m.
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Figura 6.2. Espectros de RMN no dominio do tempo para solugdes saturadas dos

carboidratos obtidos através dos ecos de spin da sequéncia CPMG (t = 100us) e a
temperatura de 300K.

Com algumas excec¢des provocados por provaveis ruidos durante a
transformacao inversa de Laplace 1D (ver Equacgdo (6.1) deste capitulo), todas
as solucOes apresentaram basicamente duas populacdes de protons com
tempos de relaxacdo caracteristicos, os quais dependem do carboidrato.
Atribui-se as populagdes com maior mobilidade molecular e, portanto, com
valores mais altos de T, aos protons trocaveis (H,O + OH-carboidratos), ja as
populagcdes com tempos mais curtos de T, sdo atribuidas aos prétons C-H ndo
trocdveis. Esta atribui¢cdo também se baseou no fato de que os picos com T,
mais elevados dependiam dos intervalos interpulsos, 7, (resultados ndo

mostrados) enquanto o pico associado aos protons CH ndo alteravam com
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respeito a 7. A Tabela 6.1 resume os tempos de relaxacdo das duas populacdes

de prétons e suas respectivas fragdes relativas.

Tabela 6.1. Tempos de relaxacdo transversal dos prétons trocaveis (H,O + OH-
carboidratos) e ndo trocdveis (CH) para as solugdes aquosas de carboidratos com
suas respetivas intensidades obtidas a partir dos espectros temporais mostrados na
Fig. 6.2. A fracdo de prétons ndo trocdveis, fy, obtidas a partir da composi¢ao das
amostras também € apresentada para comparagdao com os as areas dos picos.

Area relativa (%) T,/1073s
Acucar CH Trocaveis feu CH Trocaveis

D-xylose 20,3 79,7 23,5 109 338
D-glucose 22,0 78,0 24,7 87,3 295
D-fructose 38,1 61,9 41.4 5,82 19,7
D-sorbitol 36,4 63,6 36,2 35,4 91,4
Maltose 22,8 71,2 17,9 105 582
Sacarose 43% 18,7 81,3 19,5 83,5 531

Pode-se notar que as populacdes relativas dos picos para os prétons trociveis e
os ndo trocdveis CH estdo em concordancia com os valores esperados a partir
da fragdo de prétons CH, f.y, determinado pela composicdo das solugdes.
Outro ponto a ser salientado € que valores de T, para os protons CH sdo
ligeiramente mais baixos, porém muito proximos dos valores de T,
apresentados na Tab. 5.1 e 5.5 do Capitulo 5, obtidos a partir do ajuste do
modelo de dois sitios. Apesar de alguns autores considerarem que os protons
OH e CH de carboidratos apresentam os mesmos tempos de relaxacdo, €
esperado que os prétons OH apresentem mobilidades ligeiramente maiores

pois estes grupos apresentam uma possibilidade a mais de movimentos de
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reorientacdo molecular. Assim, estes valores concordam entre si € indicam
que os resultados obtidos a partir do modelo de trocas quimicas sdo confidveis
e que os sistemas encontram-se de fato no regime de rdpidos movimentos
moleculares. Tanto os grupos OH quanto CH e ainda as moléculas de agua
apresentam dindmicas moleculares distintas. Por exemplo, é esperado que os
protons CH, e OH no carbono 6 da glicose apresentem tempos de correlagdo
mais curtos do que os respectivos protons CH e OH do carbono 2. A
transformada inversa de Laplace assume que os tempos de relaxacdo formam
uma distribuicdo com infinitos tempos de relaxacdo e com o parametro de
regularizacdo, a = 1, usado em todas as operacdes de inversdao de Laplace,
nao ha resolucio suficiente para uma possivel separacio entre os protons OH
dos carboidratos e da H,O, além disso, estas populacdes estdo em regime de
rdpidas trocas quimicas. Também ndo € possivel separar os prétons nao
trocaveis das unidades que compdem os dissacarideos, ou por falta de
resolucdo ou porque estes picos apresentam distribuicdes de T, idénticas ou
muito proximas.

A Figura 6.3 apresenta os espectros 2D T; — T, para as solucOes saturadas dos
sacarideos e a Tabela 6.2 apresenta os valores de intensidade relativa dos picos
com seus respectivos valores de T; e T,. Para a glicose no limite de
solubilidade, e para os dissacarideos maltose e sacarose a concentracdao de
aproximadamente 43% em massa, aparecem dois picos proximos a linha
diagonal (T; = T,). Estes sacarideos apresentam picos cujos valores na
dimensao T, ndo variam consideravelmente entre as populacdes, enquanto que
na dimensdao T; hd uma clara separagdo. Uma tendéncia semelhante ¢é
observada para a xilose, porém, sem apresentar separacao clara entre os dois

picos.
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Figura 6.3. Espectros de relaxometria 2D T; — T, das solucdes aquosas saturadas dos
carboidratos: (a) xilose; (b) glicose; (c) maltose; (d) sacarose; (e) sorbitol, e (f) frutose.
T = 200us e RD RD = 6,0 s, enquanto na dimensdo T; faixa de tempo de aquisicdo da
sequéncia de recuperacio de inversao foi de 0,1 a 9000 ms.
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Nos casos da glicose, maltose e sacarose, pode-se atribuir os picos com
valores mais altos na dimensao T; aos protons trocaveis € os mais lentos aos
protons CH ndo trocdveis. A ndo influéncia de trocas protbnicas sobre a
relaxacdo longitudinal deixa os processos de relaxacdo mais restritos para esta
ultima populacdo. H4 uma diferenca considerdvel nos valores de T, obtidos
pelo espectro 2D em comparacdao ao 1D. Em geral, nos espectros 2D os
valores de T, encontram-se em regides intermedidrios entre os valores
encontrados em 1D. Este fato € marcante para os sacarideos com tempos de
relaxacdo maiores como xilose, glicose, maltose e sacarose, € ja para sorbitol e
frutose, ha uma boa concordancia dos valores de T, nos espectros 1D e 2D
(ver Tabelas 5.1, 5.3 e 6.2). Uma possivel explicacdo para este fato seria a alta
mobilidade das moléculas de 4dgua que transferem magnetizacdo entre as
populacdes e alteram os tempos de relaxagdo nos espectros de correlagdo
cruzada.

No limite de répidas trocas de prétons e transferéncia de magnetizagdo, s6
haveria um pico como mostrado através de simula¢es.® J4 com valores lentos
de transferéncia de magnetizacdo seriam esperados dois picos com 0s mesmos
tempos de relaxacdo do espectro 1D. E em valores intermedidrios os picos
apareceriam em posi¢Oes intermedidrias as duas populacdes. A transferéncia
de magnetizacdo ndo se mostrou efetiva na dimensdo T;, que apresenta um
grande dispersdo dos tempos de relaxacdo ao longo desta dimensdo. Apenas
para citar, os valores minimo e maximo de T; para xilose Fig. 6.2-(a) variam

entre 198 € 711 ms.
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Tabela 6.2. Intensidade relativa dos picos e seus respectivos valores dos tempos de
relaxacdo T; e T, obtidos dos espectros de correlagdo cruzada apresentados na
Figura 6.3.

Sacarideo Pico Area relativa T,/ms T, /ms

Xilose 1 98% 531 249
1 66,4 488 189

Glicose
2 30,3 200 159
1 61,5 924 379
Maltose 2 23,8 468 341
3 11,9 218 76,5
1 54,7 924 415
Sacarose 43% 2 34,7 395 374
3 9,1 169 51,5
1 39,2 142 87,2

Sorbitol
2 32 115 29,9
1 354 120 15,8

Frutose
2 51,1 142 4,16

Embora os rapidos movimentos moleculares fazem com que haja uma
transferéncia de magnetizacdo eficiente entre as populacdo de prétons
trocaveis e ndo trocdveis na dimensdo T,, as moléculas de carboidrato e de
agua apresentam dinamicas ou escalas de movimentos moleculares distintas.
Como os valores de T; sdo menos sensiveis a trocas quimicas do que T,, 0s
picos que caracterizam os movimentos das moléculas de dgua e dos protons

ndo trocdveis permanecem separados. Essa tendéncia é vdlida para todos os
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sacarideos enquanto os movimentos das moléculas de &dgua sdo
descorrelacionados com escalas de tempo distintas das dos carboidratos.

Na medida em que os tempos de correlagdo das moléculas de 4gua aumentam
e no momento em que todas as moléculas de 4gua presentes no sistema
encontram-se ligadas as moléculas de carboidrato por ligacdes de hidrogeénio,
o tempo de correlagdo das moléculas de dgua € abruptamente reduzido. Nas
solucdes concentradas de sorbitol e frutose hd, em média, menos de uma
molécula de 4gua para cada grupo OH (Tabelas 5.2 e 5.3 do Cap. 5). Nesta
condicdo, ha uma consideravel populacdo de moléculas de dgua participando
de ligacdes de hidrogénio com duas moléculas de sacarideos e, por isso, com
longos tempos de correlacdo. Nestas solugdes, os valores de T; para os prétons
trocaveis e ndo trocdveis sao proximos (Figura 6.3 e Tab. 6.2) indicando
dindmicas dos movimentos moleculares mais proximas. J4 os valores de T,
obtidos pelos espectros 2D sdo proximos dos valores obtidos em 1D e
apresentam considerdvel diferenca entre os valores de T, para protons
trocaveis e ndo trocdveis. Para exemplificar, os valores de T, da solugdo
saturada de sorbitol 1D sdao 91 e 35 ms, respectivamente para os protons
trocaveis e ndo trocdaveis. No espectro 2D (Fig. 6.3 e Tab. 6.2) os respectivos
valores sdo 30 e 87 ms. A separagdo clara dos picos na dimensao T, para as
solucdes de frutose é um indicio de que as transferéncias de magnetizacao
entre as populagdes trocaveis e ndo trocaveis nao € eficiente devido aos lentos
movimentos moleculares. Uma possivel origem deste efeito seria que, para
solugdes altamente concentradas, tal que Ry, o/on < 1, as moléculas de dgua
apresentam mobilidades mais préximas da dos grupos OH dos carboidratos,
pois nestas concentragdes as moléculas de dgua podem se ligar a duas
moléculas de carboidrato. Obviamente, as trocas protOnicas também

influenciam este processo de transferéncia de magnetizacdo por interacoes
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dipolares. No caso especifico da solugdo saturada de frutose, as taxas de trocas
protonicas, k, sdo consideravelmente mais baixas em relagdo as outras
solucdes. Assim, na dimensdo T, ha o aparecimento de duas dimensdes como
seria esperado em regimes de lentas trocas quimicas. A taxa troca de protons
ndo € o Unico determinante pois, as trocas protonicas em sorbitol sdo cerca de
5 vezes mais altas do que para frutose nas mesmas fracdes P;, (como mostrado
na Fig. 5.5-(b) e Tab. 5.3 do Capitulo 5) e mesmo assim hd uma clara
separagao dos picos (Fig. 6.3(¢e)).

Os picos de T, no espectros 2D com valores intermedidrios aos apresentados
pelas populacdes trocdveis e ndo trocaveis podem ser explicados a partir dos
espectros 1D considerando o modelo de dois sitios e assumindo o limite de
rdpidas trocas quimicas (tanto trocas protOnicas quanto transferéncia de
magnetizacdo por interacoes dipolares). Neste regime, o tempo de relaxacao
transversal para as duas populagdes de protons mostradas nos espectros 1D da

Figura 6.2 e Tab. 6.1 podem ser descritas pela Equacao (6.6).

1 — fCH +1_fCH
T21D TZ,CH TZ,OH

(6.6)

sendo (1 — fry) € fcy as fragbes das populagdes de prétons trocaveis e nao
trocdveis, respectivamente, € T, oy € T, oy s30 seus respectivos tempos de
relaxacdo transversal. Na Tabela 6.3 sdo apresentados os valores de T3P
obtido através dos espectros 2D e os respectivos valores médios, T4P, obtidos
das duas populagdes dos espectros em 1D usando a Equagdo (6.6). Os valores

de T, nos espectros 2D T; — T, podem ser razoavelmente descritos pelo

processo de trocas quimicas para as varias solu¢cdes mostradas na Tab. 6.3.
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Tabela 6.3: Valores comparativos dos tempos de relaxa¢do (ms) transversal do
espectro 1D e do valor obtido do espectro 2D. Em ambos os espectros o intervalo
interpulsos foi 7., = 200 us. Nem todas as solu¢Oes apresentadas nesta tabela
foram apresentadas previamente na forma grafica.

Sacarideo P, feu T3 2u T3 ou T;P TP
Sacarose 43% 00,1383  0,1950 131 508 349 398
Maltose 40% 0,1271  0,1785 150 531 365 368
Glicose39,7% 0,1412  0,1651 215 666 495 482

Xilose sat 0,2459  0,2680 120 309 217 249

Glicose sat  0,2349  0,2470 104 270 193 181

Esta concordincia mostra que os protons trocdveis € nao trocdveis estdo na
regido intermedidrias/rapidas de trocas quimicas. Vale a pena ressaltar,
novamente, que a aproximacao de rdpidos movimentos moleculares, extreme
narrowing, e rapidas trocas quimicas, exchange narrowing, sdo véalidos para
as solugdes saturadas de xilose e glicose. Nem todos os dados apresentados na
Tab. 6.3 foram apresentados na forma grafica. Os espectros 2D T; — T, para
as solucdoes de glicose e xilose saturadas, e sacarose e maltose sao
apresentadas na Figura 6.3. Resultados semelhantes a estes também foram
obtidos para as solugdes de glicose 39,7% porém o grafico 2D ndo foi
apresentado.

Até este ponto € possivel concluir que os movimentos moleculares limitam os
processos de transferéncia de magnetizacdao no espectro 2D T; — T, fazendo
com que as solucdes saturadas de sorbitol e frutose apresentem picos univocos
para as populacdes de protons trocdveis e ndo trocaveis. Além da questio
dinamica relacionada a mobilidade, o fator taxa de troca também deve ser

avaliado.
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6.3.2. O efeito da concentracdo sobre a relaxacdo nos
espectros T; — T,

O efeito da concentragdo sobre o comportamento dos espectros de correlagao
cruzada T; — T, de solugdes de sacarose 20% m/m e de frutose em diferentes
concentragdes € mostrado na Figura 6.4. Nestes espectros nota-se a presenca
de um terceiro pico que apresenta uma area relativa inferior a 0,5% do total e
que pode ser atribuida a erros da transformacao inversa de Laplace devido aos
ruidos experimentais. Este pico sempre aparece para varias solu¢des sempre
nas mesmas regides. Estes picos apresentam intensidade muito baixa e foram
desconsiderados no célculo das intensidades relativas. As dreas relativas de
cada pico bem como seus valores de T; e T, sdo apresentados na Tabela 6.4.
Primeiramente, nota-se em todos os espectros da Figura 6.4, a presenca de
dois picos tanto para as solucdes de frutose nos regimes de concentracdao
intermedidrio e concentrado. O pico 3 nestes espectros foi atribuido aos ruidos
experimentais. No caso da sacarose aparecem 4 picos sendo o quarto neste
caso correspondente ao pico 3 nos espectro da frutose. A principal diferenca
entre a solu¢do de concentragdo intermedidria de sacarose Fig. 6.4-a e as
solugdes de frutose Fig. 6.4(b-d) ¢ a presenga do pico “3” que aqui ¢ atribuido
a um pico cruzado envolvido em processo de troca de magnetizagdo entre os
grupos OH dos prétons trocdveis (pico 1) com os prétons ndo trocédveis (pico
2). Para as solucdes de frutose Fig. 6.4(b-d), diferentemente das solucoes de
unidades piranosideas mostradas na Fig. 6.3, os picos atribuidos aos prétons
trocaveis (H,O + OH-carboidratos) encontram-se com valores de T; e T,
univocamente definidos. Porém, ao atribuir os picos marcados como “2” aos
prétons ndo trocdveis percebe-se que estes picos ndo apresentam area relativa

correspondente a fracdo de protons CH presente nas amostras.
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Figura 6.4. Espectros de relaxometria 2D T; — T, das solu¢des aquosas de: (a)
sacarose 20%; e frutose: (b) 63%; (c) 66%; (d) 80% m/m (solugdo saturada).
T =200 pus e RD = 6,0 s, enquanto na dimensdo T; a faixa de tempo de aquisicao
da sequéncia de inversdo de recuperacdo foi de 0,1 a 9000 ms distribuidos
logariticamente.
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Tabela 6.4. Intensidade relativa dos picos e seus respectivos valores dos tempos de
relaxacdo T; e T, obtidos dos espectros de correlagdo cruzada apresentados na
Figura 6.4.

Sacarideo fcu Pico Area relativa % T,/ms T, /ms
1 89,3 1812 616
2 4,36 428 159
Sacarose 20% 0,0807
3 6,34 692 466
4 <0,5 155 3,84
1 84,3 227 153
Frutose 63% 0,2970 2 15,7 75 33,2
3 <0,5 51,2 2,58
1 81,5 184 116
Frutose 66% 0,3160 2 18,5 69,0 26,9
3 <0,5 45,1 2,14
1 40,9 120 15,8
Frutose 80%
0,4140 2 59,1 142 4,16
saturada
3 <0,5 1006 20,9

A distribui¢cdo espacial dos picos nos espetros 2D para a solucio saturada de
frutose € bastante semelhante a reportada pela primeira vez para uma solucdo
saturada de sacarose por Marigheto e colaboradores.” Em ambos os casos os
picos na dimensdao T, apresentam valores distintos para as populacdes
trocdveis e ndo trocdveis, porém, os valores na dimensdao T; sdo bastante
proximos entre estas populacdes. Na verdade, € possivel perceber uma
evolu¢do (uma mudanga) de tendéncia para a solucdo saturada de frutose. Para

as concentracdes de 63 e 66% , a razdo entre as taxas de relaxacao transversal
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e longitudinal, T, /T;, sdo aproximadamente iguais a 2/3 para a populacdo de
protons trocéaveis. Para concentragdo de 80% esta razdo € de 2/15. Esta razio
torna-se ainda menor quando comparado a populacao de protons nado trociveis
(CH). Neste caso as razoes T, /T; sao: 2/5, 3/8, e 1/34, respectivamente, para
as concentragdes de 63, 66, e 80% m/m. Além disso, os valores de T; dos
protons ndo trocaveis que diminuia com o aumento da concentragdo até uma
concentracdo 66% passa a ser maior a concentracdo de 80%. Esta mudanca
confirma que o tempo de correlacdo dos protons CH nesta solugdo de frutose
apresentam tempos de correlacdo superiores ao inverso da frequéncia de
Larmor, T, > wg *. Estes estudos foram realizados no espectrometro operando
a 100,12 MHz e isso implica que os prétons da frutose em sua solucdo
saturada apresentam, em média, tempos de correlacdo associados aos
movimentos reorientacionais superiores 10 ns.

No caso das moléculas de dgua, esta condi¢do limite de lentos movimentos
moleculares ainda ndo foi atingida, uma vez que os valores de T; ainda ndo
atingiram um valor minimo e continuam a diminuir com o aumento da
concentracdo. Portanto, as moléculas de dgua neste regime apresenta tempos
de correlacdo caracteristicos inferiores a 10 ns. Em estudo de simulacdo por
dindmica molecular realizado por Pomata e colaboradores’ as moléculas de
agua em solucdes aquosas de frutose de concentragdo 67% m/m apresentam
tempos de correlacdo reorientacionais da ordem 13 ns para moléculas ligadas
aos clusters de frutose e cerca de 1,8 ns para moléculas de 4gua nao associadas
aos clusters. Neste mesmo trabalho € reportado tempos da ordem de 13 ns para
0s movimentos reorientacionais das moléculas de frutose a concentracao de
3M (~40% m/m). Levando-se em conta que as moléculas de 4gua encontram-
se ema ambos os estados, associadas e ndo associadas aos clusters, € provavel

que o tempo médio das moléculas de dgua esteja compreendido entre 1,8 e 13
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ns, o que estd em concordancia com os dados experimentais apresentados
nesta tese. A partir dos dados de RMN da Tab. 6.4, pode-se dizer que para as
solucdes de frutose abaixo de 66% m/m as moléculas de 4gua ainda ndo
apresentam tempos de correlagdo superiores a 10 ns. Os dados de RMN nao
sdo altamente precisos pois ndo foram obtidos a partir do ajuste dos tempos de
relaxacdo em funcdo de funcdo de densidade espectral J(w). De qualquer
forma, € possivel afirmar que as moléculas de 4gua ainda ndo atingiram
tempos de correlagdo iguais a 10 ns. Outrossim, as simulacdes de dinamica
molecular foram realizadas com tempo total inferior a 15 ns, j4 as medidas de
relaxacao nuclear magnética ocorre na escala de mili segundos e € o resultado
das interagOes dipolares e trocas protonicas moduladas pelos movimentos
moleculares. Portanto, os resultados de RMN sdo uma média numérica e
temporal dos processos moleculares que acontecem numa faixa de tempo pelo
menos 6 ordens de grandezas mais longas.

Como j4 discutido neste trabalho, as unidades furanosideas, sejam na forma
monossacaridea ou ligada a glicose na forma de sacarose, apresentam taxas de
troca quimica consideravelmente inferiores, c.a. 2 vezes inferiores em média,
do que as unidades piranosideas nas mesmas concentragdes. Assim, este fato
reforca a explicacdo de que os valores de T, no espectro 2D para frutose e
sacarose apresentem valores distintos de T, para os protons trocdveis € nao
trocaveis. Uma vez que as trocas de protons entre os grupos OH- e as
moléculas de 4agua sido consideravelmente mais lentas, a eficiéncia de
transferéncia de magnetizacdo também € limitada (modulada) ao contrério do
que acontece com xilose, glicose e maltose. No limite de solubilidade os
efeitos combinados de baixa liberdade rotacional de ambas as moléculas de
frutose e 4gua, aliada as baixas taxas de trocas protdnicas, k = 50 s 1, faz

com que os protons hidroxilicos da frutose apresentem valores de T; e T,
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distintos das moléculas de agua. Esta hipdtese é reforcada pelo fato de que a
area associada aos protons trocaveis (H,O + OH-carboidratos) que deveria ser
de 59% apresenta uma intensidade relativa correspondente a apenas 41% no
espectro. E importante notar que dos 5 grupos OH da frutose, dois deles
apresentam mobilidades moleculares consideravelmente elevadas e podem
compor a populacdo de protons trocdveis juntamente coma as moléculas de
agua, enquanto os demais apresentam dinadmicas mais proximas dos protons
CH.

A partir dos espectros 2D T; — T, € possivel dizer que, dindmicas rotacionais
e trocas quimicas mais lentas, sdo fatores moduladores dos processos de
transferéncia de magnetizacdo entre as populacdes de protons. Para os demais
sacarideos estes processos sdo mais eficientes mesmo em suas solucdes
saturadas pois nelas as trocas protonicas sdo consideravelmente mais rapidas
do que para frutose. Na proxima secdo sdao apresentados os resultadas da
espectroscopia de correlagdo-cruzada T, — T, e como ele pode ser usada para

os estudos de transferéncia de magnetizacao.

6.3.3. Resultados de relaxometria de correlacdo cruzada
T, —store—-T,

O grafico da Figura 6.5 mostra o perfil de decaimento da magnetizacdo das

duas dimensdes T, (1) € T,(2) para uma amostra de glicose saturada.
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Figura 6.5. Amplitude dos ecos de spin, dimensdo z, em funcdo das dimensdes de
tempo t,; e t,,. O intervalo iterpulsos da sequéncia CPMG foi t = 200 us, o tempo
store entre as duas dimensoes foi de 1 ms, RD = 5,0 s.

Os espectros 2D T, — store — T, para todas as amostras foram obtidas a partir
da transformada inversa de Laplace’ com o algoritmo proposto por Song e
colaboradores reportado na literatura e usando um spcript no programa

MatLab.

Os gréficos mostrados na Figura 6.6 apresentam os espectros 2D T, — T, para
solucdes saturadas de xilose e glicose nos seus respectivos limites de
solubilidade. Os picos de T, do espectro 1D aparecem ao longo da diagonal do
espectro 2D T, — T, exatamente como apresentado pelas solucdes saturadas
de xilose e glicose. Nos espectros 2D T; — T, mostrados na Figura 6.3 (a-b) as
populagdes de prétons trocdveis e ndo trocdveis apresentaram valores de T,
muito préximos como uma consequéncia das transferéncias de magnetizacao

entre estas populagdes.
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Figura 6.6. Espectros 2D T, — store — T, para solugdes saturadas de (a) glicose, e
(b) xilose. Os pardmetros da sequéncia foram 7., = 200 us, a = 1, store time 1 ms.

Neste processo, as trocas protOnicas entre as moléculas de dgua e os grupos
OH exercem um papel chave para transferir magnetizacdo entre estes dois
sitios e também entre os protons nao trocaveis via interagdes dipolares. Ao
invés de picos circulares e simétricos, os espectros 2D apresentam-se como se
tivessem sido “esticados” ao longo da linha diagonal (T,; = T,,). Este efeito
pode ser atribuido aos processos de transferéncia de magnetizacdo ja
observados e descritos na dltima Secdo. Durante o intervalo de tempo store, a
magnetizacdo € armazenada ao longo do eixo *z e neste intervalo de tempo s6
ocorre relaxacdo longitudinal. Porém, durante este intervalo pode ocorrer
trocas de magnetizacdo entre as populacdo com diferentes valores de T, e
levar ao aparecimento de picos fora da linha diagonal como descrito na Se¢do
6.1.2 deste capitulo. Para todas as amostras dos sacarideos deste estudo nao

foi observado picos fora da linha diagonal caracteristicos de troca de
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magnetizacdo entre as populacdes com store time igual a 1,0 ms entre as

sequéncias CPMG.

No limite extremo de rdpidas trocas quimicas, as duas populacdes
apresentariam como um unico pico centrado entre as populacdes como ja foi
apresentado na Sec¢do anterior. Nestas condi¢coes ndo hd o aparecimentos de
picos cruzados fora da diagonal. A sobreposicdo e alongamento dos picos de
T, ao longo da diagonal é um indicio de que o sistema encontra-se no regime
intermedidrio/rdpido de taxas de relaxacdo cruzada.” Mesmo aumentando-se o
intervalo store entre as duas sequéncias CPMG, ndo foi possivel perceber
picos fora da diagonal caracteristicos de relaxa¢do cruzada para as amostras de
xilose, glicose, e nem para solucdes saturadas de maltose. A explicacdo mais
provavel deve ser as rdpidas taxas de troca quimica e transferéncia de
magnetizacao que possivelmente apresentam taxas de relaxagdo cruzada
k > 1/T,. Para solucdo de sacarose na concentracdo de 43% hid o
aparecimento de um pico intermedidrio muito pouco intenso quando o tempo
store € de 100 ms como mostrado na Figura 6.7.

Para intervalos de tempo entre as duas sequéncias CPMG inferiores a 100 ms
o aspecto dos espectros 2D da sacarose 43% € sempre como o apresentado na
Fig. 6.7-a e somente com um intervalo store igual a 100 ms € que had o
aparecimento de pico cruzado pequeno e pouco intenso. O fato de as
transferéncias de magnetizacdo e, portanto, os processos de relaxacdo cruzada
dependerem tanto da mobilidade dos prétons quanto das taxas de troca
protonica, indica que em condi¢cdes de menor mobilidade molecular e trocas
quimicas mais lentas poderd haver as condi¢des adequadas para o

aparecimento de picos cruzados.
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Tz (secs)
T2 (secs)

Figura 6.7: Espectros 2D T, — store — T, de solu¢des de sacarose 43% m/m em
dois intervalos store: (a) 1,0 ms; e (b) 100 ms, com 7 = 200 us para ambos os
espectros.

A Figura 6.8 mostra os espectros 2D T, — T, para solucdes saturadas de
sorbitol em diferentes tempos sfore time. Em intervalos curtos e
intermediarios entre as duas sequéncias CPMG (store time entre 1 e 50 ms) os
espectros aparecem com o padrido praticamente inalterados e com intensidade
total progressivamente reduzida devido a diminui¢do da magnetizacao durante
o intervalo store devido a relaxacao longitudinal. Os dois picos denominados
“1” e “2” na Figura 6.8 correspondem as populacdes trocdaveis (H,O + OH-
carboidratos) e ndo trocaveis (CH), respectivamente. Os seus valores
centrados em 106 (CH) e 35 (OH) ms concordam com os respectivos valores
obtidos no espectro 1D de 90 e 34 ms nas mesmas condi¢Oes de temperatura e
T = 200 us. Nos espectros da Fig. 6.8 e nos espectros T, — T, anteriormente

mostrados, os picos marcados como 3 e em outras regides proibidas ou que

148



nao podem ser atribuidos a nenhuma populagcdo de protons, sdo atribuidos a
erros da inversao de Laplace.

(a) , (b)

T2 (secs)
T2 (secs)

T, (secs)

© ) (@

T2 (secs)
Tz (secs)

T, (secs) T, (secs)
Figura 6.8. Espectros T, — store — T, para solucdes saturadas de sorbitol em
diferentes intervalos de tempo store: (a) 1,0 ms; (b) 10 ms; (¢) 50 ms; (d) 100 ms. O
valor de 7., = 200 us.
Como arguido por McDonald e colaboradores,” erros de 3% nos sinais de

decaimento dos ecos podem levar a erros nos picos em torno de 15% tanto na

localiza¢d@o do pico quanto em sua intensidade relativa. Erros da linha base sdo
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ainda mais graves e podem levar ao aparecimento de picos em regides
proibidas e que ndo correspondem necessariamente a populacdes reais de
spins. A regido delimitada pelo quadrado pontilhado interno define a regidao de
confiabilidade (os valores de T, obtidos podem estar associados a populag¢des
reais), enquanto o quadrante externo € definido pelos valores dos intervalos
interpulos 90-180° da sequéncia CPMG. Levando esta questdo em conta,
observa-se a presenga de dois possiveis picos (3 e 4) cruzados no grifico 2D
da Figura 6.8-d. Estes picos sao provavelmente devidos as transferéncias de
magnetizacao entre as populacdes trocdveis e nao trocdveis, porém estes

processo ainda ndo sdo eficientes.

O aparecimento de picos cruzados ocorre nas condi¢cdes em que as taxas de
relaxagdo cruzada situam na mesma escala de tempo do periodo store e dos
valores de taxa de relaxacdo spin-rede.” A trocas protonicas nas solucdes de
sorbitol sdo bastante rapidas, o fluxo de prétons k~500 s~1 (ver Tabela 5.1).
Porém a transferéncia de magnetizacao e relaxacdo cruzada envolve interacoes
dipolares entre os prétons trocdveis (essencialmente das moléculas de dgua) e
os protons CH. Assim, mesmo as trocas de protons sendo bastante altas, a
transferéncia de magnetizacdo € limitada pela mobilidade dos prétons no
sistema, e estes valores relacionam-se com os respectivos valores de Tj;.

As solucOes saturadas de frutose apresentam ambos, baixas taxas de fluxo de
prétons e baixa mobilidade molecular. Nestas condi¢des 0s processos de
relaxacdo cruzada pode ser melhor apreciada através da Figura 6.9. Em curtos

intervalos de tempo entre as duas sequéncias CPMG nas dimensdes Ty(qy €
T5(2), € observado apenas dois picos ao longo da diagonal com valores

aproximados de 18 e 4,9 ms, muito préximos aos valores de T, do espectro 1D

(ver Tabela 6.1). A partir de intervalos store 10 ms como mostrado na Figura
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6.10 comeca a aparecer picos cruzados (PC) denominas como CP12 e CP21.
Neste intervalo de tempo os picos ainda ndo apresentam-se totalmente
resolvidos ou separados dos picos diagonais. Para store times
progressivamente mais longos, os picos tornam-se mais bem resolvidos
espacialmente e, aparentemente, em tempos compreendidos entre 20 e 100 ms

o processo de relaxacdo cruzada parece ser otimizado.

(a) (b)

T2 (secs)
=

\2 isecs)
=

T, (secs) T, (secs)

Figura 6.9: Espectros 2D T, — T, para solu¢do saturada de frutose 80,3% em
diferentes store time: (a) 200 ps; (b) 1,00 ms. Valor fixo de T = 200 us.

A escala de tempo que compreende o regime de taxas intermedidrias de troca
quimica € da ordem do inverso do periodo sfore time em que OS picos

cruzados ocorrem.® Assim, as trocas de magnetizacio responsiveis pela

1
100 ms

~50s 1

relaxacdo cruzada, kg, estdo na faixa de

<k <; resentand
cr < 75— apresentando

um aparente valor 6timo em k. p =
CR 20ms
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Figura 6.10: Espectros 2D T, — T, para solucdo saturada de frutose 80,3% em
diferentes store time: (a) 10,0 ms; (b) 20,0 ms; (c) 100 ms; (d) 200 ms.

Na espectroscopia de correlagdo cruzada T, — T, ocorre transferéncia de
magnetizacdo longitudinal durante o periodo store por trocas protdnicas e
interacdo dipolares. O valor da taxa de relaxacio cruzada na faixa de 50 s~1
coincide com o valor do fluxo de trocas protonicas obtidos pelos ajustes das
curvas de dispersao T, vs 1/t,. disctutidos no Capitulo 5 e resultados

mostrados na Tab. 5.1.
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Este resultado indica que os processos de troca de prétons € responsavel pela
transferéncia de magnetizacdo, ou que ele seja pelo menos um mediador das
interacdes dipolares entre os protons trocdveis € os nao trocdveis. Neste
modelo interacional para que haja transferéncia de magnetizagdo por
interacdes dipolares entre os protons da dgua e os prétons CH, € necessario
que haja a troca de prétons entre os sitios a (H,O) e b (OH-carboidratos) como

pode ser visto esquematicamente na Figura 6.11.

OH
H,C H
0—0
H—0 CHz.o—H
9) H
\
H
_o. 1
R . H/o H

Figura 6.11. Esquema das estruturas de interacdo entre as moléculas de dgua e os
grupos OH da frutose. Os proétons trocdveis sdo marcados em vermelho e os nédo
trocdveis em azul.

Na solugdo saturada de frutose hd em média uma molécula de dgua para dois
grupos hidroxila, ou seja, para cada proton da dgua ha um proton OH da
frutose (Tab. 5.2). Neste regime € esperado que as moléculas de 4gua formem
ligacdes de hidrogénio majoritariamente com grupos OH da frutose. Assim,
as interacdes dos protons e dos oxigénios das moléculas de dgua ocorrem
preferencialmente com os prétons e oxigénios dos grupos OH e, assume-se
que uma parte pequena (negligencidvel) das interagdes ocorra com 0s protons
CH. As ligacoes de hidrogénio entre moléculas de dgua e frutose tornam-se

bem mais longas do que em solugdes diluidas atingindo em média cerca de
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860 ps,’ cerca de 400 vezes mais longas do que as ligacdes de hidrogénio
entre as moléculas de dgua em seu seio, e 60 vezes o tempo em solucdes
diluidas de frutose. Apesar de a quebra e a formagdo de ligacoes de hidrogénio
nas solucdes concentradas de frutose ocorrer em escala de tempo sub ns, as
trocas protOnicas ocorrem em escala de mili segundos. A partir das curvas de
dispersdao 1D apresentados e discutidos no Capitulo 5, as taxas de relaxagao
cruzada situa-se na mesma faixa de trocas quimicas, portanto, pode-se
concluir que as trocas de magnetizacdo e a relaxagdo cruzada nas solugdes

saturadas de frutose € intermediada pelas trocas protOnicas.

Os resultados também mostram que para ocorrer relaxacdo cruzada efetiva os
tempos de relaxacao longitudinal e transversal devem estar compreendidos nas
faixas de periodo store time. Mesmo as taxas de troca protonica nas solucoes
de sorbitol (Figura 5.15) ha o aparecimento de picos distorcidos associados a

relaxagdo cruzada entre as populacdes trocdveis e nao trocaveis.

6.4. Conclusoes

Os processos de transferéncia de magnetizacao entre as populagdes de protons
trocaveis (H,O + OH-carboidratos) e os prétons ndo trocaveis é controlada por
dois fatores. O primeiro é obviamente a mobilidade das moléculas de dgua e
dos carboidratos e a segunda € o fluxo de trocas protOnicas entre as
populagdes de prétons. Para o caso especifico da frutose, os resultados levam
a conclusdo de que as transferéncias de magnetizacdo sdo apenas detectadas
através dos espectros bidimensionais quando as trocas protdonicas modulam as
taxas de relaxacdo cruzada para situarem no regime intermedidrio de trocas

quimicas. Este fato leva a proposi¢do de que as interacOes intermoleculares
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entre as moléculas de 4gua e dos carboidratos (frutose) ocorre
preferencialmente com os grupos OH e negligenciavelmente com os grupos

CH.

Corroborando com estudos de simulacdo, foi possivel determinar tempos de
correlacdo de ordem superior a 10 ns para protons CH da frutose e suas
solucdes concentradas. Estas mesmas andlises sugerem tempos de correlacd

das moléculas de dgua inferiores a 10 ns.
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Capitulo 7

Estudo de Sistemas Aquosos micro heterogéneos de

Carboidratos por Relaxometria 2D
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7.1. Introducdo

Os estudos das solucdes aquosas por relaxometria 2D T, — store — T, sé
fornecem informagdes ricas nos sistemas que apresentem taxas de relaxagdo
cruzada na mesma faixa do inverso dos intervalos de tempos entre as
sequéncias CPMG. Nas solu¢des de mono e dissacarideos o tnico sistema que
forneceu resultados ricos foi a solugdo saturada de frutose que apresentou
taxas de relaxacdio cruzada da ordem 50 s'. Para um estudo mais sistematico
do efeito de trocas quimicas sobre os espectros 2D seria conveniente empregar
sistemas modelos que apresentassem baixa mobilidade molecular e taxas de
relaxacdo cruzada que estejam compreendidas na faixa de 10-100 s”'. Na
literatura ja se encontra disponivel um grande nimero de aplicacdes das
relaxometria de RMN em 2D (T; — T, e T, — store — T,) para uma ampla
faixa de sistemas como: frutas,;' tecidos Vegetaisz’3 e de animais; alimentos
complexos e processados™; solucdes aquosas de proteinas,®’ géis de

: . s 8 10,11
polissacarideos e de silicone;® rochas’ e concretos.'”

Apesar da existéncia de um grande nimero de estudos de relaxometria 2D no
dominio do tempo (principalmente em alimentos), ainda existem questdes
chaves a serem respondidas, como por exemplo a contribui¢do dos processos
de troca quimica sobre a relaxacdo cruzada. Neste sentido, torna-se oportuno o
estudo de sistemas modelo mais simples, com os quais se possam determinar
os mecanismos de relaxacdo em sistemas heterogéneos. Os géis formados por
esferas de sephadex® constituem uma excelente alternativa. As particulas de
sephadex sdo formadas por cadeias do polissacarideo dextrana (unidades de

glicose unidas por ligacdes glicosideas a@_1 — 4) reticuladas através de reacao
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com epicloridrina. As esferas de sephadex apresentam reticulacdes formando

redes tridimensionais como mostrado esquematicamente na Figura 7.1.

Figura 7.1. Estrutura molecular da sephadex e uma representacdo esquemadtica de
uma esfera de sephadex mostrando os reticulos internos formados pelas cadeias
reticuladas de dextrana.

O tamanho das esferas e de seus micro compartimentos pode variar na faixa de
micrOmetros. Por exemplo, as esferas de sephadex G25-50, apresentam

tamanho das esferas de 20-50 um. Esta caracteristica faz da sephadex® um

12,13 4

. . J A . 1
sistema modelo muito utilizado em estudos de RMN, termodinamicos,

etc. A sephadex G235, por exemplo, apresenta tamanhos de poros que limitam

115

a passagem de proteinas com massa molar média de > 10* g mol™! ° e pode
ser usada para estudar os processos difusionais, bem como de transferéncia de
magnetizacao entre as populacdes de prétons no sistema. Tais populacdes sao
basicamente: os protons trocdveis das moléculas de dgua e dos grupos OH que
estdo no regime de rapidas trocas quimicas; os protons das moléculas de dgua
que estdo na camada de hidratacdo (no interior das cavidades ou nos
intersticios das esferas; e os protons nao trocaveis CH. Na possibilidade de

trocas de magnetizacdo por troca quimica direta de prétons ou por interagdes

dipolares seculares, aparecerdo picos cruzados nos espectros 2D em faixas
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especificas de tempo. Além disso € esperado que as populacdes de protons
mudem suas propor¢des e seus tempos de relaxacdo intrinsecos com a

mudanca da razao H,O/sephadex.

7.2. Materiais e Métodos
7.2.1. Materiais

As amostras de sephadex foram preparadas usando esferas de sephadex G25-
50 (4-6 mL por grama) Sigma-Aldrich Lote 98H0482. Em todos os
experimentos foi usada dgua deionizada ( = 18.2 MQ) e D,O 99% de pureza
atdmica Sigma-aldrich. As amostras em H,O foram preparadas na faixa entre
10 e 70 % m/m (massa de agua por massa total) e as amostras em agua pesada
foram preparadas solugdes 42% em massa e saturadas. Para o preparo das
amostras foram utilizados pequenos frascos de vidro com capacidade entre 2 e
4 mL. A melhor sistemdtica para o preparo dos géis de sephadex envolveu a
adicdo das esferas de sephadex a uma massa definida de dgua, por exemplo,
0,40 — 0,6 g a fim de obter misturas finais nas proporcdes desejadas. Os
componentes foram misturados com um pequeno pistilo de teflon, a fim de
obter misturas com a maxima homogeneidade. Tomou-se o cuidado de
realizar este procedimento em até 10 minutos para evitar evaporacdo da dgua e
em seguida os fracos foram devidamente fechados. A proporcdo de 4dgua na
amostra saturada de sephadex foi determinada a partir a partir de uma mistura
dgua sephadex em que a massa de dgua foi pelo menos 10 vezes maior do que
a massa de sephadex. Em seguida a amostra foi agitada, centrifugada, e o
sobrenadante foi descartado. A partir da quantidade de 4gua absorvida e

descartada foi determinada que a quantidade maxima de incorporacdo de dgua

~79% m/m.
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As medidas de RMN a 100 e 300 MHz foram realizadas em tubos de (5 mm
¢) e devidamente modificados para serem inseridos nas sondas. Além disso,
foram realizados processos de purificagdo isotopica no sentido de produzir
misturas sephadex/D,0O com o maximo possivel de prétons trocdveis (OH)
substituidos por atomos de deutério. As sucessivas dispersdes e centrifugacdes
foram repetidos por at€ 9 vezes até obter espectros de relaxometria 1D cujas

areas dos picos ndo mais mostrassem variacoes.

7.2.2. Medidas de Relaxacdo por RMN

Os experimentos 2D T; — T, e T, — store — T, foram adquiridos seguindo o
mesmo protocolo utilizado na metodologia descrita no Capitulo 6 Secdo 6.2.2.
As unicas mudangas foram nos tempos de aquisi¢do e nos valores interpulsos
90-180° da sequéncia CPMG (7., = 100 us), que foram alterados para
tempos mais curtos, em fun¢do das relaxagdes mais rdpidas. Para as amostras
de agua/sephadex com razdao madssica inferior a 10% de agua, foi utilizada a
sequéncia designada de ultrafast T, —T,. A diferenga béasica da sequéncia
T, — T, ja reportada é o fato de ao invés da sequéncia CPMG na segunda
dimensdo, € utilizada uma sequéncia com decaimento livre da indugdo, sigla
em inglés FID. Nesta sequéncia os ecos de spin sdo adquiridos em intervalos
de tempos mais curtos do que os tradicionais 27 = 200 us. A principal
vantagem da sequéncia ultrarripida é poder determinar tempos de relaxacao

na dimensao T, inferiores a 1 ms ndo possiveis utilizando a sequéncia CPMG.
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7.3. Resultados e Discussdo

As amostras de sephadex sem adi¢cdo de dgua ja apresentam uma pequena
massa de moléculas de &dgua de hidratacio que deixa os movimentos
moleculares menos restritos com isso torna-se possivel a obten¢cdo de um pico
de T, com madximo em 157 us. Para esta amostra especifica foi utilizada a
sequéncia de pulsos T; — T, ultra-rdpida pois, através da sequéncia T; — T,
ndo foi possivel a deteccdo do sinal em func¢do dos rapidos decaimentos. O
espectro T; — T, da amostra de sephadex sem adicdo de agua é mostrada na

Figura 7.2.

T,/s

10° 10° 10° 10° 10° 10" 10° 10" 10°

Figura 7.2. Espectro 2D T; — T, de sephadex sem adi¢do de dgua.

O pico designado como 1 apresenta mais de 95% de toda intensidade do
espectro, sendo centrado nos tempos 422 e 0,15 ms, para T; e T,,
respectivamente. Os demais picos apresentam valores fora da regido de

confiabilidade e ndo podem ser atribuidos a nenhuma populacdo de proétons,
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por isso, foram descartados da andlise. E possivel que o pico 2 possa ser dos
prétons ndo trocaveis que apresentam valores de T, abaixo de 100 us e que
nao pode ser determinada devido as rapidas taxas de relaxacdo. O alto valor da
razao T;/T, > 2500, sugere que os movimentos moleculares sdo muito
restritos, caracteristicos do estado soélido, cujos tempos de correlacido
caracteristicos sdo superiores a 1/wg (wy = 100 MHz a frequéncia de Larmor
dos spins).

A adicdo de agua leva a formacdao de ligacoes de hidrogé€nio entre as
moléculas de dgua e os grupos OH, liberando cadeias de dextrana que antes
formavam ligacdes de hidrogénio entre elas proprias. A consequéncia deste
processo € a flexibilizacdo das cadeias que passam a ter movimentos
moleculares mais rapidos. A Figura 7.3 mostra os espectros Ty — T, e Ty — T,
dos géis agua/sephadex nas razdes massica de 10% e na Figura 7.4 € mostrada
o mesmo espectro a 15%, ambos a 100 MHz. Os valores dos tempos de

relaxacdo para os géis a 10 e 15% m/m sdo resumidos na Tabela 7.1.

(a) (b)

1
10" 3
10' 4 / /

T2 (secs)
T2 (secs)
Sm

=2 =i

3 3 3 3 3 3 © g N " e - ) :
-5 4 -3 2 1 0 1 : 10 10 10 10 10 10 10 10 1C
T1 (secs)

Figura 7.3. Espectros de correlagdo cruzada 2D: (a)T; — T, e (b) T, —T, no
sistema dgua/sephadex 10% m/m de dgua, adquirido a 100 MHz, 7 = 100 us.
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T2 [secs)

T1 (secs)

Figura 7.4. Espectro de correlagdao cruzada T; — T, para amostra dgua/sephadex

15% m/m. T = 100 us.

Tabela 7.1. Valores de T;, T,, e T, obtidos dos espectros 2D T; — T, para os
sistemas formados por dgua/sephadex. O teor de 4gua na mistura € expresso em

percentagem massica, e os valores de T; e T, em ms.

Agua/sephadex % Pico Area T T, Ty T,
(sem adi¢dao H,O) 1 ~100 X X 422 0,15
1 90,5 247 0,81 227 0,6
10%
2 9,1 17,7 0,83 5,08 0,6
1 87 200 23 X X
2 8,8 14,3 2,13 X X
15%
3 3,4 306 0,58 X X
4 0,5 14,9 0,38 X X
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Pode-se atribuir aos picos designados por 2 da Figura 7.3 as moléculas de
agua. A intensidade do pico 2 se compara muito bem com a composicao
madssica do sistema, além disso, os baixos valores das razdes T, /T, e T, /T,
também reforcam esta atribuicdo. No caso do pico 1, o alto valor de Ty =
300 T,, € uma consequéncia dos movimentos moleculares mais restritos
apresentando tempos de correlacdo mais altos do que 1/100MHz,
caracteristicos das cadeias reticuladas. Pode-se ainda notar um significativo
abaixamento do valor de T; para a amostra contendo 10% de 4gua em relacao
a sephadex pura. A adi¢do de moléculas de dgua libera grupos OH das cadeias
que antes participavam de ligacdes de hidrogénio com grupos de outras
cadeias e, por isso, ocorre um significativo aumento da mobilidade molecular.
O espectro de T, 1D da amostra dgua/sephadex 15% aparecem dois picos
centrados em ~0,4 e ~2 ms (espectro nao mostrado). Através do espectro 2D,
apresentado na Figura 7.4, € possivel a identificacdo de quatro picos distintos,
cada populagdo do espectro de T, 1D se divide em dois distintos valores de T;.
Os picos (1 e 2) da Figura 7.4 compdem o pico centrado em ~2ms no espectro
T, — 1D, e os picos (3 e 4) da Figura 7.4 correspondem ao pico centrado em
~0,5 ms. Neste caso, a atribui¢do dos picos as suas respectivas populacoes de
prétons ndo € uma tarefa trivial. O pico 1 da Fig. 7.4 pode, certamente, ser
atribuido aos prétons ndo trocaveis porém, com movimentos moleculares
consideravelmente mais rapidos do que na amostra 10%. Na Figura 7.4 os
picos 3 e 4 assemelham-se aos picos 1 e 2, diferindo apenas nos valores mais
curtos de T,. O pico 4 apresenta baixo valor da razao T,/T, e pode ser
atribuido as moléculas de 4gua, neste caso, moléculs de hidratacdo pois os
valores de T, sd@o bem mais baixos em comparacdo com o pico 2 (o qual pode
ser atribuido as moléculas de dgua livres no interior das esferas de sephadex).

Estes picos também podem estar associados a cadeias mais flexiveis devido a
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maior hidratacio em relacio a outras com menor grau de hidratacdo. E
importante lembrar que a taxa de relaxacao transversal diminui continuamente
com a restricdo dos movimentos moleculares, enquanto os valores de Tj,
atingem um valor minimo com movimentos moleculares correspondentes ao
inverso da frequéncia de Larmor dos spins (ver Equacdes 16 e 18 Capitulo 4).
Neste sentido, o pico 3 na Fig. 7.4 seria de uma pequena fragdo de préotons nao
trocaveis com tempos de correlacdo ainda mais baixos do que o pico 1. Ainda
ha a possibilidade de os picos 3 e 4 serem de populagdes de esferas que
possuem propor¢des de moléculas de dgua inferiores as esferas responsdveis
pelos picos 1 e 2. Estas atribui¢cdes sdo dificeis de serem feitas com total
confianca. As esferas de Sephadex® G25-50 apresentam raio médio de 25 pm
e a densidade de cadeias no interior da esfera € de 40% de massa em relacao
ao volume da esfera. Assim, as distancias entre as reticulagdes sdo curtas o
suficiente para ocorrer trocas de ambiente das moléculas de dgua na escala de
tempo dos tempos de relaxacdo. Entretanto, ndo € esperado trocas quimicas
baseadas na difusdo translacional se houver apenas moléculas de dgua de

hidratacao.

Os espectros T, (CPMG) em 1D e os espectros 2D T, — store — T, da
amostra de 4gua/sephadex 15% em massa sdao mostrados na Figura 7.5. As
duas populagdes com valores de T, (2,2 e 0,2 ms para os picos 1 e 2,
respectivamente) encontrados ao longo da linha diagonal, correspondem aos
valores encontrados no espectro 1D. Para valores store time superiores a 1 ms
nao foram encontrados picos cruzados, mas foi observado o desaparecimento
do pico marcado como 2 (grificos ndo mostrados). Mesmo que existam

processos de troca quimica, tais processos ndo se mostraram eficientes na
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transferéncia de magnetizagdo para nenhuma amostra com fragdo madssica de

agua igual ou inferior a 15%.

Distribution

Options - Edit Wjew

Leit 148350. 386 x 1501.31
Calculated rea C Final Weight

nnnnn

Right 85137.678 it 20669.67 0.000351593

Distriution

20,000
13,000
18,000
17,0004
16,000+

15,0004

14,0004

13,000

@
%

l%
+
EE
= |m

12,000
11,000

10,0004 @ Resonance Instruments Lid, 2004

9,000

8,000
7,000
6,000-
5,0004
4,000
3,0004

2,000

1,0004 f%”\

100 i i Y T T o000 i " 100,000 " i "1 oo oo i i 10,000,000
Time (us)

T2 (secs)
=

10° 16’5 1[34 15’3 16'2 16" 16"‘

T, (secs)
Figura 7.5. Espectros de relaxometria do gel dgua/sephadex na razdo 15 % m/m de dgua
(a) Espectro de relaxometria 1D usando sequéncia CPMG, t = 100us; (b) Espectro de

correlagdo cruzada T, — store — T, do gel e com store time = 1ms.
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Um dos motivos pode ser os baixos valores de T; da populacdo de spins, que
resulta na rdpida perda da magnetizacdo, a qual é mais rapida do que a taxa de
relaxacdo cruzada. Além disso, as moléculas de dgua podem estar fortemente
presas aos grupos OH-dextrana, formando camadas de hidratacdo sem
liberdade translacional para transferir magnetizacdo entre os diferentes
ambientes.

A partir dos valores de T; e T, das amostras contendo até 15% em massa de
agua, nao foi possivel atribuir presenca de moléculas de agua livres
comportando-se como dgua de bulk. Aparentemente, as moléculas de 4gua
constituem a camada de hidratagdo e, por isso, apresentam valores de T; mais
baixos do que os prétons ndo trocaveis. O grafico da Figura 7.6 apresenta o
espectro Ty — T, do gel de dgua/sephadex contendo 25% m/m de agua com os

respectivos parametros apresentados na Tabela 6.2

T1 (secs)

Figura 7.6. Espectro de correlacdo cruzada T; — T, do gel dgua/sephadex 25% m/m,
T =100 us.
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Tabela 7.2. Valores de T; e T, do sistema dgua/sephadex 25% obtidos do gréfico 2D

da Figura 7.6. Os valores estdo em ms e as dreas relativas ndo estdo em escalada de
100%.

Pico Area relativa T, T,
1 63,9 218 23,4
2 5 32,1 20,7
3 1,1 363 4,20
4 1,2 16,3 3,61
5 29 237 0,82
6 20,5 306 0,11

H4 um considerdvel aumento da complexidade do espectro em comparagdao
com as amostras com propor¢des mais baixas de dgua. A comparacao da Fig.
7.6 (agua/sephadex 25%) com as Figuras 7.3 e 7.4, mostra que os picos
denominados (1 e 2), e (3 e 4), parecem ser aqueles previamente descritos para
a amostra contendo 15% de agua apresentado na Figura 7.4, porém,
ligeiramente deslocados para valores de T; e T, mais longos. O aumento do
contetido de 4gua nos poros da sephadex aumenta a mobilidade dos prétons
trocaveis e ndo trocdveis justificando o aumento dos valores de T; e T5.

Na amostra a 15% também aparecem dois picos com valores bastante curtos
de T, e valores longos T;. Novamente, ha duas possiveis explicacoes: (i) ha de
fato seis populacdes com dinamicas dos movimentos moleculares distintas,
ou; (ii) ha uma distribuicdo de esferas de sephadex com diferentes contetidos
de 4gua, resultando nos vérios picos. Para qualquer destas possibilidades, a
partir dos espectros T; — T, ainda ndo foi observado indicios da presenca de

agua livre em nenhuma das amostras com propor¢cdo de até 25% em &gua.
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Existe a possibilidade de o pico 2 da amostra 25% (mostrado na Tabela 7.2)
estar relacionado as moléculas de dgua com liberdade molecular mais alta do

que aquelas formadas pelo pico 4.

A transferéncia de magnetizacdo entre diferentes populacdes pode ser
acompanhada pelo grafico T, — store — T, como discutido no Capitulo 6 para
solucdo saturada de frutose. Na Figura 7.7 é mostrado o espectro T, —
store — T, para o gel dgua/sephadex 25% em diferentes intervalos store time.
Em intervalo de tempo curto (store = 0,5 ms Fig. 7.7(a)) hd o aparecimento
de 4 picos ao longo da linha diagonal. Estes picos correspondem aos quatro
valores de T, observados no espectro T; — T, Fig. 7.6. Os picos (1 e2)e 3 e
4) no espectro da Fig. 7.6 correspondem, respectivamente, aos picos (1) e (2)

do espectro da Fig. 7.7 (a).

Além de prétons trocdveis e ndo trocdveis, estes picos também estdo
associados as moléculas de agua, pois como ja descrito, apresentam baixas
razdes T, /T,. Ja os picos 5 e 6 do espectro T; — T, (Fig. 7.6) correspondem
aos picos 3 e 4, respectivamente do espectro T, — store — T, (Figura 7.7-a).
Estes dois picos sdo provavelmente populagdes de protons com baixa
liberdade de movimentos e poderiam ser atribuidos a grupos onde ocorrem as
reticulacOes entre as cadeias de dextrana, ou simplesmente a grupos que nao
foram devidamente hidratados e, por isso, ndo tiveram mobilidades alteradas
pela adi¢do de moléculas de dgua. Em tempos store iguais ou superiores a 1,0
ms, observa-se o aparecimento de picos cruzados fora da diagonal Figura
7.7(b-d) e o desaparecimento de picos diagonais com baixos valores de T;.
Este ultimo fato é a uma consequéncia direta das perdas de magnetizacdao de
suas respectivas populacdes de protons em tempos store elevados em

relaxacdo aos valores de T; e T>.
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Figura 7.7. Espectros de correlacio cruzada T, —store—T, para o gel
agua/sephadex 25% em diferentes intervalos store: (a) 0,50 ms; (b) 1,0 ms; (c) 5,0
ms; e (d) 10 ms. T = 100 us.

No intervalo de tempo, store = 1,0 ms, é observado picos cruzados entre os
picos diagonais 2 e 4. Estes picos estdo associados as transferéncias de
magnetizacdo causadas, provavelmente, por interacdes dipolares seculares,
pois envolvem, possivelmente, prétons ndo trocdveis (pico 4 Figura 7.7) e

protons trocaveis com menor liberdade molecular (pico 2 Fig. 7.7). Como
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demonstrado no Capitulos 6, as transferéncias de magnetizacdo entre protons
ndo trocdaveis (CH) e os prétons da dgua sdo intermediadas pelas trocas
protonicas. Como estes picos cruzados ndo foram detectados para amostras
com menor teor de dgua (10, e 15%), pode-se inferir que as moléculas de dgua
exercem um papel determinante no mecanismo de transferéncia de
magnetizacdo e também na mobilidade das cadeias de dextrana. A taxa de
relaxacdo cruzada efetiva corresponde ao inverso do intervalo store time, ca.
1000 s™1, e este processo depende das trocas protonicas. Ndo seria esperado
que as moléculas de 4agua de hidratacdo transferissem magnetizacdo por
interacdes dipolares para os protons ndo trocdveis diretamente, pois 0 tempo
de residéncia das moléculas na camada de hidratacdo € inferior a
nanosegundos.’ No entanto, tais trocas de magnetizacdo sdo mediadas pelas
trocas protdnicas que ocorrem na faixa entre 50 e 1000 s. Em tempos store
mais longos, 5 e 10 ms, também h4 o aparecimento de picos cruzados
formados pelos picos diagonais 4 e 1, além de 4 e 2 (picos CP13 e CP 31 Fig.
7.7 (c-d)). Nestes tempos mais longos hé trocas de magnetizagao de moléculas
de 4gua mais livres (pico 1) com prétons ndo trocdveis (pico 4) através dos
protons hidroxila das cadeias de dextrana.

Ainda ndo foi possivel inferir sobre a existéncia de moléculas de dgua livres
no interior ou no exterior das esferas de sephadex. Dentro das esferas, a alta
concentracdo de cadeias pode impedir que hajam moléculas de dgua livres,
mesmo assim, é esperado que o aumento progressivo do teor de dgua, havera
uma maior flexibilizacdo das cadeias. Eventualmente, para amostras saturadas,
haverd a presenta de moléculas de 4gua no exterior ou nos intersticios das
esferas. A Figura 7.8 apresenta os espectros T; — T, para géis H,O/sephadex

nas concentracdes entre 35-60%.
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Figura 7.8. Espectros de correlagdo cruzada T; — T, das amostras de dgua/sephadex
em diferentes conteudos de dgua: (a) 35 %; (b) 40%; (c) 50; (d) 60%. T = 100 ps.

A principal diferenca entre os géis dgua/sephadex a 35% (Fig. 7.8(a)) e a 25%
Fig. 7.6 é a auséncia dos picos (2 e 4) mais préximos da linha diagonal na
composi¢do de 25%. Os graficos (b-d) da Fig. 7.8 e os dados da Tabela 7.3
apresentam a mesma tendéncia para oS quatro picos com seus respectivos
valores de T; e T,. Para as amostras de 50 e 60 % hé o aparecimento de picos
(5 e 6) em regides de T; < T, e que ndo apresentam sentido fisico. Estes picos

apresentam intensidades relativas de 1,2 e 2,6%, respectivamente, na
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composi¢ao de 60% e podem ser devidos a erros da transformacdo inversa de
Laplace, oriundos dos ruidos experimentais.

Com excec¢ao dos picos nas regides proibidas, os 4 picos aparecem em regioes
préximas em toda a faixa de concentracio (35-60%). E interessante notar que
os valores de T; sdo proximos para todos os picos, no entanto, observa-se que
arazdo T; /T, cresce na ordem dos picos: 1 > 2 > 3 > 4. Esta ordem também
indica o grau de mobilidade dos prétons de cada pico, sendo os prétons com

menores mobilidades associados ao pico 4.

Tabela 7.3. Valores de T; e T, expressos em ms para os géis dgua/sephadex em
diferentes razdes massicas (%).

Tempo de Teor de agua %
relaxacao
Pico ms 35 40 50 60
T, 281 333 468 579
1 T, 40,2 45,4 38,2 44.6
T, 363 347 849 1050
? T, 4,07 4,46 6,72 10,4
T, 227 247 412 630
’ T, 0,73 0,80 0,70 1,30
T, 658 686 - 555
) T, 0,15 0,21 - 0,11

Para os picos 1, 2 e 3 hd uma tendéncia de aumento dos valores de T; com o
aumento do teor de dgua. No entanto, os valores de T, para estes picos ndo
aumentam na mesma propor¢ao € nem seguem uma tendéncia clara. Assim,

ainda ndo é possivel a identificagdo de moléculas de dgua livres. Apenas o

175




pico 2 apresenta aumento de T, com o aumento da proporcdo de dgua. No
entanto, a razao T; /T, permanece praticamente constante. No limite de pulsos
répidos, T — 0 (neste caso T = 100 us) a contribuicdo da difusdo por regides
com diferentes frequéncias (devidas aos gradientes de susceptibilidade
magnética) para a defasagem dos spins pode ser negligenciada.”” Neste caso,
os valores de T, observados sdo simplesmente a média entre os ambientes com
diferentes taxas intrinsecas de relaxacdo."” Assim, os valores de T, dos picos 1
sdo a média (de cada amostra) dos valores encontrados para os prétons da
dgua e dos protons hidroxil da sephadex nos vérios ambientes. Estas trocas
estdo em regime de rdpidas trocas e o sinal do FID € praticamente
monoexponencial, com exce¢do de uma populacdo com decaimento muito

rapido.

Foram observados picos cruzados para as varias composi¢oes de
agua/sephadex dos grificos da Fig. 7.8, e € possivel inferir que ha
transferéncia de magnetizacdo entre as moléculas de dgua e as populacoes de
spins ndo trocdveis. As amostras de composicdo 35 e 40% apresentaram
comportamentos semelhantes, e na Figura 7.9, sdo mostrados os espectros 2D
T, — T, em diferentes store times para o gel dgua/sephadex a 35%. Em
curtos intervalos entre as sequéncias CPMG (store = 0,5 ms Fig. 7.9-a), ha
apenas um pico cruzado pouco intenso e bastante distorcido. Este pico
marcado como “5” €, aparentemente, o resultado de relaxacdo cruzada entre os
proétons trocéveis (pico 1) e os prétons ndo trocdveis mais lentos (pico 4). As
taxas de relaxagdo cruzada tornam-se efetivas nas faixas compreendidas entre
store time 10 e 100 s™. Para tempos store mais longos que 200 ms, hd uma
diminuicdo significativa da intensidade dos picos diagonais e cruzados como

consequéncia da relaxacao longitudinal entre as duas sequéncias CPMG.

176



10° 5 00
| |
. . i i
m ‘ o |
2 |
! [©lcpst !
CPal | !
| |
1 10* f :
| |
| |
: : | /f 3 1
3 -2
g 107 2 10° L [
o “ .\ r@ CP13 |
A [ ] |
4 4 4 o
10 10 CP34 ‘ CP14
4
5 5
10° 10°
1074 . . ‘ . . : 10°4- ‘ ‘ . ‘
107 10° 10 107 107 10° 10° 10° 10° 10 10° 10 10° 10°
T, (secs) T, (secs)
(c) (d)
10° 4 W
|
t 4 |
10 107 |
|
i
10* 10° :
|
CP13 !
—_ — |
R i ‘
& 1074 & 107 CP14+13
e o [
[
10
CP34 |
7 CP14 :
10° -
10°4- T T . — - : 107 , ; T . . :
10° 10° 10 10° 107 10° 10° 10° 10° 10° 10° 107 10" 10°
Tz(aecs} Tz(secs)

Figura 7.9. Espectros 2D T, — T, do gel dgua/sephadex 35% em diferentes store
times: (a) 0,5 ;(b) 3 ;(c) 10; e (d) 20 ms. CPMG 7 = 100 ps.

Com excec¢do dos prétons do pico 2, as outras duas populagdes de prétons nao

trocaveis (picos 3 e 4) apresentam relaxacdes cruzadas com as populagdes de

prétons trocdveis (pico 1). No entanto, as transferéncias de magnetizacdao que
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ocorrem em tempos mais curtos sdo entre as populacoes de protons trocaveis
(maiores valores de T,) com os prétons nao trocaveis mais rigidos (menores
valores de T,). Porém estes picos cruzados sdao pouco intensos. Como 0s
tempos caracteristicos das moléculas de dgua na camada de hidratacdo em
varias solugdes de géis e de macromoléculas é da ordem de nano segundo ou
mais curtos, ndao hid uma transferéncia de magnetizagao efetiva dos prétons da
agua para os prétons CH das cadeias de dextrana. Este processo sé se torna
mais eficiente Em tempos store mais longos (Fig. (¢) e (d)) hda também
relaxagdo cruzada entre os picos (3 e 1) e (3 e 4), pois nesta faixa de tempo
ocorrem também as trocas de prétons em as moléculas de dgua e os grupos
OH das cadeias de dextrana.

Estes indicios ainda n3o permitem uma atribuicdo mais acertada das
populacdes de protons associadas aos picos 2, 3 e 4. Na faixa de concentragdo
até 60% em massa de 4agua nos gé€is ainda ndo foi possivel distinguir
populacdes de prétons de 4gua entre o interior e o exterior das esferas.
Aparentemente, as moléculas de &4gua apresentam um unico tempo de
relaxagdo intrinseco em toda amostra de sephadex e, se houver diferencas
entre os ambientes, estas populacdes devem estar no regime de rapidas trocas
quimicas. A Figura 7.10 apresenta os espectros T; —T, das amostras
agua/sephadex em composi¢des tendendo ao limite, a partir do qual ha a
saturacdo da amostra e formacgdo visual de dgua livre. Os seus respectivos
valores de T; e T, sdo apresentados na Tabela 7.4. A partir dos espectros das
Figuras 7.10(a-c) ndo € possivel identificar diferencas nos picos trocdveis
(pico 1), a medida em que a quantidade de dgua nos géis se aproximam do

ponto de saturagdo (~78,9 % de agua).
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(a)

Figura 7.10. Espectros de correlagdo cruzada T; — T, dos géis dgua/sephadex em
diferentes composi¢oes frequéncia de 100 MHz: (a) 71%; (b) 76,4%; (c) Saturada

(b)

Ay
A

@

(~78,9%); e (d) agua/sephadex 78% 2,24 MHz. T = 100 us.

No entanto, a partir dos dados da Tab. 7.4 nota-se aumento em ambos T; e T5,
enquanto para concentragdes mais baixas de dgua nos géis (Fig 7.8) os valores

dos tempos de relaxagdo transversais ndo variam significativamente com a

composicao.
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Tabela 7.4. Valores de T; e T, expressos em mili segundos para os géis
agua/sephadex em diferentes razdes massicas (%) a 100 MHz e a 2,24 MHz como

indicado.
Tempo de relaxacao/ ms
Pico Teor de dgua % 71 76 78,9 (Sat) ~sat (2MHz)
T, 716 849 924 238
1 T, 54,3 69,1 125 163
T, 1244 1414 1192 120
? T, 14,8 23,5 26,1 28,4
T, 747 1050 430 55,4
’ T, 1,26 1,67 1,73 5,93
T, 630 849 0,86 271
) T, 0,10 0,10 0,29 1,53

Pode-se dizer que este fato indica a presenga de moléculas de dgua apenas no
interior das esferas ou, na melhor das hipéteses, as moléculas de 4gua
localizam-se na camada de hidratacdo das esferas de sephadex, internamente e
superficialmente, sem a presenca de moléculas livres.

O fato de os valores de T, aumentarem abruptamente a partir de uma razao de
agua superior a 76% m/m também sugere que a partir desta concentracao as
esferas apresentam saturacdo de moléculas de 4gua internamente e
superficialmente. A partir desta concentragdo inicia a formacdo de dgua livre,

ou nos intersticios como proposto esquematicamente na Figura 7.11.
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Figura 7.11. Representacdo esquemadtica do gel dgua/sephadex apds a saturacdo
interna das esferas de sephadex com moléculas de dgua e a formacdo de intersticios
de dgua representados em azul. A dimensdo dos intersticios € apenas ilustrativa e
nao t€ém nenhuma pretensao de representar a real dimensao.

Um pouco antes da condi¢do em que se observa visualmente excesso de dgua,
ha uma contribui¢do das moléculas de dgua entre as esferas de sephadex (dgua
contida nos intersticios) para o aumento dos valores de T,. Este fato sugere
que para os sistemas acima de 70% j4 inicia a formacdo dos intersticios 0s
quais contribuem mais fortemente para o aumento de T, dos prétons trocaveis.
A partir dos valores de T, em funcdo da composicdo (expressas em
concentragcdo P,, fracdo de prétons da dgua) mostradas nas Figuras 7.12 (a), e
em fracdo méssica % m/m da agua, 7.12 (b) € possivel, distinguir trés regides
com dindmicas caracteristicas. Nos graficos (a) e (b) da Fig. 7.12 estas regides
sdo denominadas por I, II, e II, associadas a trés faixas de concentragcdes de
agua. Na primeira regido, I, o teor de dgua € baixo e as cadeias apresentam
aumento progressivo da mobilidade. Este processo ocorre até uma
concentracdo de ~ 40% m/m ou P, = 0,7. A partir desta composicao até
P, = 0,75 e = 58% m/m, regiao II, ndo h4 alteracdo dos valores de T, com o

aumento do teor de dgua nas esferas.
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Figura 7.12. Tempo de relaxacdo transversal dos prétons trocdveis (pico 1)
espectros das Figuras 7.(3, 8 e 10), em funcdo da concentragdo de dgua: (a) P, =
1 - Py; (b) % m/m.

Para maiores conteudos de dgua, regido III, ha uma subita diminui¢do da taxa
de relaxagdo, a qual pode ser associada a presenca de dgua no exterior das
esferas ou nas regides superficiais. Devido as diferencas de susceptibilidade
magnética entre o interior e o exterior, hd uma diferenca de frequéncia, cerca
de 40 Hz, entre as frequéncias dos spins no interior e exterior das esferas de
sephadex. Porém, as defasagens dos spins advindas das diferencas de

susceptibilidade ndo contribuem para o aumento da relaxacdo no limite de
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rdpidos pulsos da sequéncia CPMG." Na regido III os valores de 1/T, dos
protons trocdveis apresentam uma rapida diminuicdo mas ndo foi detectado
picos diferentes para a populacdo de prétons trocdveis. E muito provédvel que
as moléculas de 4gua do interior e exterior estejam em regime de rapidas
trocas. Assim, os valores de T, dos protons trocaveis sdo devidos aos prétons
da dgua (interior + exterior) juntamente com os protons OH das cadeias de
dextrana. O fato de ndo ter sido detectada a presenca de moléculas de 4dgua
livres ou com comportamento de bulk, ¢ também um indicativo de que as
distancias entre as cadeias de dextrana no interior das esferas de sephadex €
bastante pequena. De fato, apenas macromoléculas relativamente pequenas
((M,,) < 10* Daltons) passam pela malha do interior das esferas de

sephadex.”

O fato de ndao haver indicios de moléculas de &4gua com
comportamento de bulk, podera implicar em alteragdes nas interacdoes dgua-

biomoléculas durante purificacdes em colunas de sephadex G25.

7.3.1. A Influéncia da intensidade de B

Voltando a Figura 7.10 pode-se observar uma forte dependéncia dos valores
de T; dos protons em relagcdo a intensidade do campo estitico By. Em baixo
campo, com frequéncia centrada em 2,24 MHz, os valore de T; sdo mais
proximos dos valores de T,. Estes resultados sugerem que os prétons nao

trocdveis, especialmente os prétons com valores intermedidrios de T; e T,

~ .. 1

devem apresentar tempos de correlagdo nas vizinhangas de i 0,5 us, ou

e N : 1

inferiores. Em frequéncias mais altas, tal que wy > —, 08 valores de T;
[

tornam-se cada vez maiores com o aumento de frequéncia, enquanto os
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valores de T, caem continuamente (ver Sec¢do 4.5 do Capitulo 4). No caso dos
protons trocdveis, observam-se valores bastante proximos para os tempos de
relaxacdo longitudinal e transversal, T; /T, = 3/2, enquanto para os prétons
ndo trocaveis T; /T, = 10, ou maior que 100, no caso do pico com valores
mais curtos de T, (pico 4 Fig. 7.10-d).

Além dos proétons trocdveis dgua (interior e regido superficial) e dos grupos
OH, os prétons ndo trocaveis também apresentam uma subita diminui¢do dos
valores de 1/T,, porém os valores mantém-se consideravelmente mais altos do
que o dos protons trocaveis. A atribuicdo feita de prétons ndo trocdveis aos
picos 2, 3 e 4 nas Figuras 7.9 e 7.10, foi baseada nos valores de T; e T, e

principalmente nas razdes destes tempos.

7.3.2. Efeito da substituicdo isotopica H,O por D,0 nos
espectros 2D

No sentido de obter evidéncias mais contundentes nas atribui¢cdes das
populagdes de spins aos picos nos espectros 2D, foram realizados
experimentos de relaxometria em amostras substituindo a agua por 4gua
deuterada *H,O (D,0). A Figura 7.13 apresenta os espectros Ty — T, e T, — T,
do gel D,O/sephadex a razdo massica 42% que corresponde a mesma
concentracao de moléculas de agua do gel dgua/sephadex 40%.

O gel contendo D,0 apresenta tendéncias muito parecidas as do gel contendo
H,0, porém com significativa diferenca entre as intensidades dos picos € nos
valores de T,. Na Tabela 7.5 sdo apresentados os valores de T,, obtidos dos
espectros 1D dos géis de sephadex em H,O e D,O. Nesta tabela sao

destacadas trés populacdes de prétons: uma com valor de T, mais baixo
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(prétons CH mais rigidos); a segunda com picos intermedidrios (protons CH

mais flexiveis); e a terceira formada por prétons trocaveis.

T2 (secs)

(a) (b)
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Figura 7.13. Espectros de correlagdo cruzada do gel D,O/sephadex 45% em massa
de D,O; (a) Ty — T,; e T, — store — T, com diferentes store times: (b) 1 ms; (c) 10
ms; e (d) 200 ms.
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No caso do gel em D,0, o pico trocdvel apresenta uma intensidade reduzida
causada simplesmente pela substituicdo isotopica H/D que ocorrem entre as
moléculas de dgua (D,0) e os prétons trocaveis (OH) das cadeias de dextrana.

Tabela 7.5. Valores de T, e as respectivas dreas relativas dos picos trocdveis e nao
trocéaveis para os géis de sephadex com H,0O ou D,0 na mesma composi¢dao molar.

H,O/sephadex 40% D,O/sephadex 42%
Grupos T, (ms) Area relativa T, (ms) Area relativa
CH-rigido 0,143 31,15 0,164 4727
. 0,636 ¢ 1,80 14,64 0,873 ¢ 2,82 22,81
CH-mais
flexiveis 7,98 2,75 7,63 2,96
Trocaveis 48,6 51,47 95,6 26,94

O efeito de dilui¢do dos prétons também leva a um deslocamento de T; e T,
para valores mais longos como uma consequéncia (i) diminuicdo da
probabilidade de ocorrer interacoes dipolares entre os spins-1/2; e por
consequinte, diminuicdo da transferéncia de magnetizacdo entre as
populacgdes. Esse efeito de dilui¢do isotOpico € bastante intenso para 0s picos
dos prétons trocdveis € menos importante, aparentemente negligenciavel, para
os protons ndo trocdveis. Isto corrobora com as evidéncias de que o principal
mecanismo de relaxacdo dos préotons ndo trocdveis s@o interagdes dipolares
intramoleculares entre os prétons ndo trocdveis, enquanto as interagdes
dipolares com os protons da 4gua contribuem fracamente.

Mesmo com a considerdvel reducdo da propor¢cdo de prétons na dgua (ver
Tabela 7.5 grupos trocdveis), ainda assim a quantidade de prétons € suficiente
para provocar o aparecimento de picos cruzados (Fig. 7.13) entre os varios

picos diagonais. Por exemplo, entre os picos 1 (trocdveis) e os demais picos de
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protons ndo trocaveis. Os picos cruzados também aparecem entre 0s picos ndo
trocaveis. No entanto, observa-se um aumento do invervalo estore para que as
trocas se tornem efetivas em relagcdo ao gel formado por H,O.

As intensidades relativas dos picos ndo trocdveis aumentam com a
substitui¢do isotdpica e, este resultado confirma que somente o pico com
valores mais longos de T; e T, sdo oriundos dos prétons trocdveis. No sentido
de eliminar ao minimo possivel a quantidade dos prétons trocdveis nos géis de
sephadex foram realizadas sucessivas etapas de dissolugdo, centrifugacio, e
descarte do sobrenadante. Apds trés sucessivas etapas, 0s protons trocaveis
praticamente ndo sdo mais observados ou a suas intensidades nido mais
variavam. As amostras submetidas a nove ciclos foram estudadas em
experimentos de correlacdo cruzada e sdo apresentadas nas Figuras 7.14 e

7.15.
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Figura 7.14. Espectro de correlacdo cruzada T; — T, para fel D,O/sephadex apds 9* etapa

de troca protonica.
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Figura 7.15. Espectro de correlagdo cruzada T, — T, para gel D,O/sephadex apds 9*
etapa de troca protonica em diferentes intervalos store: (a) 1 ms; (b) 10 ms; (c) 50

ms ; (d) 150 ms. Para todos os espectros o intervalo entre os pulsos na sequéncia
CPMG foi de 100 ps.

A principal diferenga entre os géis de sephadex saturado em D,0 e em H,O ¢é
que, no primeiro a intensidade dos protons trocédveis € extremante inferior em

relagdo aos demais picos correspondendo a apenas 6% de toda intensidade do
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espectro 2D. O aspecto geral do espectro T, — T, apds a troca dos prétons por
deutérios é parecida com os espectros dos géis contendo H,O, porém
apresentando intensidades do pico de protons trocdveis bastante reduzida e
valores de T, mais longos, principalmente para os protons trocaveis. Nota-se
um nimero maior de picos na amostra com D,0 e vérios deles em regides fora
da confiabilidade que podem ser atribuidos aos erros devido aos elevados
ruidos. Para os picos diagonais ha um dispersamento ao longo da linha
diagonal, principalmente para as populacdes de protons nao trocadveis.
Também pode ser observado picos cruzados formados pelos prétons nao
trocaveis principalmente entre pico 1 (trocaveis) com picos 2 e 3 (ndo
trocdveis). E notdvel que mesmo contendo uma pequena quantidade de
protons, a transferéncia de magnetizacdo entre as vdrias populacdes ocorre
razoavelmente bem levando ao aparecimento de vérios picos cruzados. De
fato, a substitui¢ao isotopica H/D contribuiu positivamente para reforcar este
efeito. Primeiramente por intensificar os picos das populacdes ndo trocaveis,
relativamente aos prétons trocaveis. E ainda mais importante, por diminuir as
taxas de relaxacdo transversal dos prétons trocdveis e as taxas de trocas

protonicas de maneira tal, que 1/T, e K.z encontrassem na vizinhancas de

1
store time ’

7.4. Conclusoes

Os géis formados por dgua/sephadex constituem um excelente sistema modelo
para a avaliacdo dos processos dindmico-moleculares que ocorrem em
materiais micro heterogéneos. Em baixos teores de dgua as mobilidades das

cadeias e das moléculas de dgua sdo bastante restritas e, ndo € observada a
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transferéncia de magnetizacdo e nem a presenca de relaxagao cruzada entre os
proétons trocédveis e nao trocaveis. Como o aumento do teor de d4gua nos géis,
observa-se um crescente aumento da mobilidade (diminui¢do das taxas de
relaxacdo 1/T,) como consequéncia da formacgdo de ligacdes de hidrogé€nio
entre os grupos OH das cadeias de dextrana e as moléculas de 4gua. O
processo libera as cadeias de dextrana que antes eram unidas por ligacdes de
hidrogénio. Para concentracdes de dgua acima de 25% m/m € possivel
observar o aparecimento de picos cruzados entre as populacdes de prétons
trocaveis € nao trocaveis. Assim, pode-se concluir que para a ocorréncia da
relaxagdo cruzada nos sistemas reticulados de dextrana, € necessario que haja
mobilidade das moléculas de dgua. Para concentracOes superiores 0s processos
de troca tornam-se mais efetivos e as transferéncias ocorrem em intervalos de

tempo ainda mais curtos.

Foi possivel identificar trés distintas regides de mobilidades das moléculas de
agua nos géis agua/sephadex. Na primeira regido, ocorre progressivo aumento
da mobilidade molecular, porém sem ser observada a presenca de moléculas
de 4gua livres no interior. O progressivo aumento do conteido de 4dgua leva a
uma maxima quantidade de moléculas de dgua no interior (concentracdo cerca
de 50-60%) a partir da qual comeca a concentrar moléculas de dgua nas
superficies esferas e nas regides intersticiais das esferas de sephadex, levando

a um subito aumento dos valores de T,.
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Capitulo 8

Consequéncia da agregacao micelar de n-alquil-(glico e

malto) sideos sobre as interagdes intermoleculares com
as moléculas de agua
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8.1. Introducdo

Nas ultimas décadas a busca por surfactantes biodegraddveis e obtidos por
fontes renovdveis tém sido bastante explorada. Surfactantes derivados de
carboidratos e plantas oleaginosas sdo de especial interesse por combinarem
estas duas caracteristicas.” Uma importante classe destes surfactantes é
formada pela familia de n-alquil-glicosideos e n-alquil-maltosideos,
designados por C,G; e C,G,, respectivamente. Estes compostos sdo formados
por uma cadeia alquilica contendo n 4atomos de carbono e um grupo
piranosideo como, por exemplo, glicose (G;) ou maltose (G,) como mostrado
esquematicamente na Figura 8.1 as estruturas do n-nonil-f-glicopiranosideo
CyG, e n-nonil-B-maltopiranosideo CoGo.

Estes surfactantes também sao amplamente usados por serem bio-compativeis
e mais amigdveis para extracdo e estabilizagio de proteinas,” protecio de
biomoléculas e células contra degradacio,’ além de liberacio controlada de
firmacos e acdo reguladora de anticorpos no corpo,” dentre outras.

Assim como surfactantes convencionais, os n-alquil-(glico e malto)sideos
também apresentam a capacidade de se auto-agregarem formando micelas
e/ou agregados mesoscopicos.”® A concentracio na qual este siibito evento
ocorre € chamada de concentracdo micelar critica (cmc). Este processo de
agregacdo ocorre levando o sistema a um estado de menor energia livre do que
aquele contendo os unimeros (moléculas de surfactantes) livres em solugdo
acima da cmc. A principal for¢a motriz deste processo agregativo é 0 aumento
de entropia advindo da liberacdo das moléculas de dgua que solvatavam as
cadeias hidrocarbdnicas. Os valores das concentracdes micelares criticas (cmic)

dos surfactantes e a influéncia da temperatura no comportamento em solucdo
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dependem fortemente do tamanho da cadeia alquilica e, minoritariamente do

grupo glicosideo (glicose ou maltose).”

(a)
OH
HO O
HO O~
OH
(b)
OH
HO O
HO OH
OH
o) O
HO O
OH

Figura 8.1. Férmulas moleculares estruturais (a) n-nonil-B-glicopiranosideo (CyG);

(b) n-nonil-B-maltopiranosideo (CyG,).

E observado que os n-alquil-maltosideos formam micelas mais esféricas,
enquanto os n-alquil-glicosideos formam micelas mais alongadas,
principalmente os surfactantes de cadeias hidrocarbonicas contendo 9 ou mais
atomos de carbono.®

Como as principais interagdes hidrofilicas entre as cabecgas polares e o
solvente (dgua) sdo via ligacdes de hidrogénio dos grupos glicosilados, seria
esperado que alteracdes da intensidade das ligacdes de hidrogénio
produzissem alteragdes no comportamento agregativo, principalmente sobre a

cme. Como visto nos Capitulos 2 e 3 desta tese, a substitui¢do isotOpica
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Deutério/Hidrogénio provoca efeitos nas propriedades dos carboidratos em
solucdo. Este efeito é amplificado com o aumento do carboidrato ou pela
existéncia de efeito hidrofébico que justamente rege os processos de formacgao
de agregados micelares. Para os n-alquil-glicosideos o valor da cmc nao sofre
alteracdo quando H,O € substituida por D,O. No entanto, hda um aumento do

numero de agregagdo, Ny, € consequentemente, um significativo aumento do

. . 1
tamanho micelas ao longo de um eixo.”"

As principais técnicas empregadas para o estudo e caracterizacdo dos sistemas
formados por alquil-glicosideos, envolvem espalhamento de radiagdo, como
espalhamentos de raios-X (SAXS) e de néutrons (SANS) em baixos angulos.
Ja os experimentos de RMN sdo focados quase exclusivamente nos métodos
baseados em difusdo roto-translacional, usando sequéncias do tipo PFGES. A
maioria dos trabalhos sobre alquil-glicosideos, se baseiam nas estruturas
moleculares e nos agregados micelares. Mesmo os experimentos de RMN
focam-se nas moléculas do surfactante e/ou nas mudancas de propriedades
advindas das subitas alteracOes estruturais provocadas pelas agregacdes das
moléculas em micelas. Apresentamos nesta Tese um aspecto original no
estudo da auto-agregacdo, que se baseia nas interacOes dos grupos OH das
cabecas polares com as moléculas de dgua. Este método se baseia em medidas
de RMN dos tempos de relaxagdao do “reservatorio” de protons trocaveis (H,O
+ OH-glicosideos), antes e apds, a formagdo dos agregados micelares. Mesmo
em concentracdes muito baixas, mili molar, estas inferéncias sdo possiveis
porque os processos de troca protOnica dependem, dentre outros fatores, da
disponibilidade dos grupos hidroxila para estabelecer trocas com as moléculas

2 11
de agua.
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8.1.1. Embasamento fundamental de relaxagdo
nuclear para estudo critico de agregag¢do

Para um sistema formado de spins-1/2 no regime de rdapidos movimentos
moleculares (extreme narrowing) e réapidas trocas quimicas (exchange
narrowing) entre os sitios a e b, a taxa de relaxagdo spin-spin pode ser descrita
pela Equacdo de Swift-Connick Equacio 8.1."> Como jd discutido na Secdo
5.2, esta equagdo € particularmente util quando o intervalo entre os pulsos 90-
180° na sequéncia CPMG ¢ mais longo do que o tempo de vida dos prétons

nos sitios, 7., > 1/k;, €, portanto, os tempos de relaxagdo observados sdo

uma consequéncia dos efeitos roto-difusionais e de trocas quimicas entre os

sitios.
1\, (ky 2
1_1 Pk () +(73) + o) 61
TZ TZa Pa 1 2 2 -
(E-Fkb) + (dw)

T,, e T,, sdo os tempos de relaxacdo transversal intrinsecos dos spins nos
sitios a (4gua livre) e b (prétons OH-carboidrato), e P, e P,, sdo suas
respectivas populagdes; k, = 1/t;, é o reciproco do tempo de vida no sitio b,
e 0w = |w, — wp| é a diferenga de frequéncia entre os sitios a e b. No limite
de rdpidas trocas protonicas, (k;8w) > T,', o tempo de relaxacdo
transversal dos protons trocaveis € simplesmente a média dos dois sitios
ponderadas pelas respectivas populagdes' acrescida da contribui¢io advinda
dos processos de troca quimica com taxa, k;, e com diferenca de frequéncia,
dw, entre os sitios dgua livre e grupos OH-carboidrato. A Equagdo 8.2 foi
modificada da Eq. (8.1) e envolve os fatores de troca quimica e de

deslocamento quimico
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1 1 Pbkb{Tz_bl (bw)? dSw (6w)4} 82)

=~ + — —
TZ (Tlongo) TZa Pa kb kl% k; k;;

na medida em que os tempos de vida no sitio OH-carboidrato torna-se
pequeno, ou a taxa de transferéncia de prétons se torna-se elevada, k, = 1/1,,
os denominadores do terceiro e quarto termos dentro das chaves tornam-se
muito pequenos. Deste modo, em baixos campos magnéticos e/ou baixos

deslocamentos quimicos, a Equacgdo 8.2 pode ser reescrita da seguinte forma.

1 1 P 1 +Pb(6w)2
Ty(longo tcp)  Taap  PrTap Prky,

(8.3)

J4 no limite de rdpidas taxas de pulsos, T < k;*, temos

1 _ P, 4 Py 8.4)
T, Toq (T +kpt) '

E no limite rdpidos pulsos e de rapidas trocas quimicas, k;, > T,; , a equagio

82sereduza T, = P, T, + Pyky.

Em soluc¢des aquosas muito diluidas, P, < P,, um grifico do tempo de
relaxagdo transversal dos prétons trocdveis em fung¢do da concentracdo de
grupos OH (P,), fornecerd uma linha reta cujo coeficiente angular ¢é
proporcional a constante de troca k;, e ao deslocamento quimico. Porém,
processos moleculares podem diminuir a disponibilidade dos prétons como
gelificacdo em solugdes de polissacarl’deos,13 ou formacdo de ligacOes de
hidrogénio intramoleculares como nas formas nativas das (o, B, e 7)

. . 11 ~
ciclodextrinas.” Deste modo, a Equacdo 8.2 pode ser expressa como
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1 P {Tz_bl (bw)? 6a)_(6a))4

a
+ (Pp)maxfk + —
pomal Tk, kR ky K

= 8.5
T,(longo tcp)  Taq } (8:5)

Em que f é a fracdo dos grupos OH que, de fato, estdo disponiveis para
realizar trocas protonicas € (Pp )4, € a fracdo molar maxima tedrica de sitios
disponiveis para realizar trocas protOnicas. Através da Equagdo (8.5) &,
portanto, possivel estudar as implicagcdes dos processos agregativos dos
alquil-glicosideos em relacdo a disponibilidade dos grupos OH em realizar

trocas protonicas.

Nas Equacdes (8.2, 8.3 e 8.5) os termos envolvendo T,;,, dw e kj, sdo
constantes para um dado sistema molecular e imerso num campo externo B,
fixo, por 1sso, os termos em chaves podem ser entendidos como uma constante

e a Eq. 8.5 pode ser reescrita como a Equacdo 8.6.

1 P,

a
=% 4 F(P)marK 8.6
TZ(lOTlgO Tcp) Tza f b/maxb ( )

Em que K}, é uma constante que depende do valor de T, das taxas de troca
protonica e do deslocamento quimico entre os sitios a e b, §;,. No entanto, ao
ocorrer um evento subito como a agregacao critica de moléculas de n-alquil-
glicosideos em micelas, poderd acarretar alteracoes destes parametros e
também da fracdo de sitios disponiveis para realizar trocas. Por exemplo,
quando as cabecas glicosideas se aproximam durante a formacdo das micelas a
concentragdo local de grupos OH aumentard drasticamente em relagdo ao seio
da fase, cuja concentragdo de surfactante esta na faixa de sub até duas dezenas
de mili mol L™t. As principais consequéncias seriam aumento de Ty, e,
provavelmente alteragdes de k;, e/ou dw, podendo alterar os valor de K.

Portanto, a partir de medidas de T, dos prétons trocaveis em funcio da
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concentracdo, pode-se obter informacdes moleculares das interagdes entre a

cabecas dos surfactantes e as moléculas de dgua.

8.2. Materiais e Métodos
8.2.1. Materiais

Todos os n-alquil-B-glicosideos e maltosideos (CsGy; CgGo; CoGy; CoGo;
Ci0Gi; e CyGy) compureza = 99%, foram comprados da Anatrace
(Maumee, Ohio-EUA) e usados sem posteriores purificacdes. As solugdes
para estudos de RMN foram preparadas a partir de solugdes estoque de
concentracdes superiores a ~80 mmol kg™ a fim de minimizar os erros
experimentais no preparo das solugdes. O preparo das solugdes estoque e
posteriores solugdes diluidas foram realizados em balanca analitica com
precisdo ( > 0,0001 grama). A 4gua usada em todos os experimentos foi
deionizada (18,2 M{Q,pH ~ 6) e a 4gua deuterada (D,0) foi adquirida da
Sigma-Aldrich com pureza atdmica superior a 99,9% em atomos de Deutério.
Cuidados especiais foram tomados no preparo das solucOes para evitar a
absorcao de agua pelos alquil-glicosideos que sdo higroscopicos e podem
sofrer hidrélise em temperatura > 60 °C. Também foram tomados cuidados

especiais no preparo das amostras em D,0 para evitar trocas D/H indesejaveis.
8.2.2. Medidas dos tempos de relaxacdo transversal

As medidas de relaxacio spin-spin dos 'H foram realizadas no espectrdmetro
de ressonancia magnética nuclear Varian INOVA operando a 500 MHz. Os

tempos de relaxacdo foram obtidos através da integragdo da drea dos picos
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associados aos protons trocaveis oriundos majoritariamente das moléculas de
dgua (O = 4,76 ppm) utilizando-se sequéncia de pulsos CPMG, RD — 90° —
Tep[—180° — T — eco _]ncp — FID. Neste procedimento o tempo RD

(relaxation Delay) foi de 10s = 4T; para permitir a completa volta da

magnetizacdo longitudinal e a duracio tipica dos pulsos de 90° foi de

9,5 - 10 us. Este procedimento foi repetido por pelo menos 4 vezes (NS=4) e
o sinal obtido foi a média de 4 espectros no sentido de obter boas relagdes
sinal-ruido. O solvente deuterado utilizado para o procedimento spin/lock foi
C¢Dg (Sigma-Aldrich) inserido no interior de um tubo capilar co-axial
acoplado internamente nos tubos de RMN de Smm. As dreas dos picos
apresentaram decaimentos mono-exponenciais € os valores de T, foram

determinados pela constante de decaimento de acordo com a equacdo A =

Aoe_t/ T2, através das atenuacdes obtidas em diferentes delay-times, “t” sendo
t = 2n.,T, € Ny, pode ser qualquer nimero inteiro e positivo. Nesta equagdo,
Ap e A, sdo as dreas obtidas em delay-time zero e nos 14 valores sucessivos de
t, respectivamente. Os valores de t situaram na faixa entre 0,005 € 9,0 s a fim
de obter linhas base com intensidade inferiores a 5% da intensidade inicial. As
medidas de T, foram realizadas usando intervalo interpulsos T = 4,0 ms,
situando, portanto, em regides de longos intervalos interpulos onde os efeitos
de troca quimica e defasagem de spins sdo bastante intensos. Previamente as
medidas de T,, esperou-se um tempo entre 10 — 15 minutos para que cada
amostra no interior da sonda pudesse alcancar o equilibrio termodinamico a 25
°C e esta temperatura foi mantida ao longo de todo aquisi¢do. As medidas de
T, dos prétons (6 = 4,78 ppm) em solucdes dos n-alquil-glicosideo em D,0O
foram realizadas usando-se o0 mesmo protocolo das medidas com o solvente

H,0, porém, sem a necessidade de filtro de atenuag¢do do sinal. A Unica
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mudanca foi uma nova calibragdo para os pulsos de 90° e 180° que

mostraram-se ligeiramente mais longos = 10 us.

8.3. Resultados e Discussdo

As Figuras 8.2 e 8.3 apresentam os graficos da taxa de relaxagdo transversal
dos prétons trocdveis em func¢do da concentragdo dos n-alquil-glicosideos
CsG; e CgG,, respectivamente, em dgua € a 25 °C. Nas regides de baixas
concentragdes € observado um aumento linear da taxa de relaxagdo spin-spin
dos prétons trocdveis com o aumento da concentragdo dos n-alquil-
glicosideos. O Aumento linear de T, 1(H,0) é uma simples consequéncia do
aumento de sitios OH-surfactante para realizar trocas protOnicas com as
moléculas de agua (ver a Eq. 8.6). As linhas retas nos graficos das Figuras 8.2
e 8.3 sdo ajustes lineares de regides em que a dependéncia de T, ! com
respeito a composi¢ao, Py, sdo lineares e, cujas inclina¢Oes correspondem as
constante K; dadas pela Equacdo 8.6. Vale a pena mencionar que os efeitos
observados nos valores de T, sdo devido a uma parcela inferior a 0,1%
(protons OH-alquil-glicosideos) do total de protons trocaveis das solugoes.
Este cendrio € ainda mais critico para aquil-glicosideos com cadeias

hidrocarbOnicos com 9 ou mais atomos de carbono.
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P, * 1000

Figura 8.2: Taxa de relaxacdo spin-spin dos prétons OH em funcao da concentragio
do n-nonil-B-glicopiranosideo expressa nas concentracdes: (a) mmol kg™t; (b)
fracdo molar de prétons trocaveis (P,) do CgGy. As linhas retas sdo ajustes lineares
das duas regides.

204



T
0 15 30 45 60 75 90
Concentragdo / (m mol kg'1)

P, *1000

Figura 8.3: Taxa de relaxacgdo spin-spin dos protons OH em funcio da concentragdo
do n-octil-B-glicomaltosideo expressa nas concentragdes: (a) m mol kg™?; (b)
fracdo molar de prétons trocdveis do CgG; (Py).

A caracteristica mais marcante das Figuras e 8.2 e 8.3 ¢ a mudanga de
inclinagdo da taxa de relaxacdo dos prétons da 4gua a partir de certas
concentracdes de surfactante. Estes eventos estdo associados a concentragdes

criticas a partir das quais as moléculas dos n-alquil-glicosideos se agregam em

205



micelas. Na Tabela 8.1 sdo resumidos os pardmetros de cada curva de
(T, ! vs concentracio) para os n-alquil-glicosideos nas duas regides de
linearidade. Nesta tabela também sdo apresentados os dados obtidos para os
alquil-sacarideos CoG; € CoG, em H,0 e para C;)G; e C;(G, em D,0. As
implica¢cdes moleculares que podem ser extraidas, como o efeito do tamanho
da cadeia alquilica, a influéncia da cabeca polar (glicose ou maltose), ou do
processo agregativo sobre as interagdes dos n-alquil-glicosideos com as

moléculas de dgua sdo discutidos nas secdes subsequentes.

Tabela 8.1: Pardmetros das curvas de T, 'H (trocdveis) em funcdo da composi¢io
nos sistemas formados por n-alquil-(glico e malto)sideos em H,0 e D,0..

cmc® / (m mol kg™) Taxas de troca/ (10° s™) Apds cmc
Soluto Exp  Lit. (molL™") K, K Ky mic f
CsG, 26-28 25 0,478 0,143 128 0,27
CsG» ~20 19,17 0,596 0,154 142 0,24
CyG, ~7,5 ~6,5 0,352 0,150 105 0,30
CyGs 9,3 6 0,461 0,188 171 0,37
Glicose - - 1,40 - - -
Maltose - - 0,378 - - -
Em D,0 Valores X 103 s~1
cmce Literatura K, K; f
CiGi 2,8 (2,5)* 2,2 45,6 1,56 0,034
CiG, 1,8 (1,64) 1,6-1,8 162 13,1 0,081

* Os desvios dos valores de cmc e das constantes K, foram estimados a partir dos
erros dos ajustes e estes ficaram em 5 e 20%.
*Valores entre paréntesis foram convertidos para concentragio m mol L™,
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8.3.1. Efeito da cadeia alquilica nas trocas
quimicas

Na primeira faixa de concentra¢do, a dependéncia de T, ! com respeito a
concentragdo de alquil-glicosideo resulta de efeitos provocados
exclusivamente pelas moléculas dos surfactantes livres em solucdo. As
perturbacdes das caudas hidrofébicas sdao basicamente duas: (a) alteracdo da
estruturacdo das moléculas de 4gua ao redor das caldas hidrofébicas dos
alquil-glicosideos e intera¢des dipolares; (b) diminui¢do da acessibilidade dos
sitios OH devido as perturbacdes da cauda hidrofobica. Nas Figuras 8.4 e 8.5
sdo apresentados os resultados para a influéncia dos n-alquil-sacarideos CyG;
e CoG, em H,0O. A tendéncia geral dos alquil-sacarideos com 9 atomos de
carbono na cadeia hidrocarbonica € a mesma daquela observada para os n-
alquil-sacarideos com oito, porém, com mudangas na inclina¢do ocorrendo em
valores inferiores a 10 mmol kg™'. A partir dos dados da Tab. 8.1 nota-se a
tendéncia de que a constante, K;, diminui com o aumento da cadeia
hidrocarbonica. Este simples efeito pode ser usado para estimar como as
cadeias hidrocarbonicas encontram-se orientadas em relacdo as cabecas
sacarideas. Se as caudas hidrofébicas se alinhassem opostamente em relacdo
as cabecas sacarideas, o tamanho da cadeia ndo afetaria os processos de troca
protonica entre os grupos OH e as moléculas de 4gua. Assim, a diminui¢ao de
K} com o aumento da cauda indica que as cadeias hidrocarbonicas encontram-
se compactadas e, muito provavelmente, apresentam conformacgdes tais que a
sua presenga espacial se estende em regides espaciais proximas dos grupos
OH. A Figura 8.6 representa esquematicamente a orientacdo da cadeia

hidrofébica em relagdo a cabeca sacaridea. A proximidade da cauda
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hidrofébica perturba a estruturacdo das moléculas de dgua nas proximidades

dos grupos OH, e consequentemente, diminui as taxas de troca protonica.

0,68—_ (a)

064 ® GG

0,60

0,56

0,52

-1 -1
T2 /s

0,48

0,44 | °

0,40 ()
e
0 4 8 12 16 20

0,68 -

(b)
0,64 -
0,60 -
0,56 -

0,52

-1 -1
T2 /s

0,48 |
0,44 | .

0,40 ®

T
0,4
Pb * 1000

Figura 8.4: Taxa de relaxacgdo spin-spin dos protons OH em fun¢do da concentracdo
do n-nonil-B-glicopiranosideo expressa nas concentragdes: (a) m mol kg~*; (b)
fracdo molar de prétons trocdveis do CI9G, (Py).
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Figura 8.5: Taxa de relaxa¢do spin-spin dos prétons OH em fun¢do da concentracdo
do n-nonil-B-maltopiranosideo expressa nas concentracdes: (a) m mol kg™1; (b)
fracao molar de prétons trocdveis do CoG; (Py).

O aumento da cadeia hidrocarbOnica intensifica este efeito devido ao seu
maior volume e raio de acdo. As conformacdes das caudas hidrofobicas estdo
em constante alteracao com tempos caracteristicos inferiores a nano segundos.
Deste modo, os efeitos que aparecem nos resultados de relaxacdo magnética

nuclear (escala de tempo mili segundos) € uma média populacional e temporal
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das moléculas de surfactante. O resultado global destes processos € a reducao

das taxas de troca protdnica com o aumento da cadeia hidrofébica.

HO HO

HO

HO

Figura 8.6. Representacdo esquemadtica da molécula de n-alquil-glicosideo em
solu¢ao aquosa.

Outro ponto da influéncia da cadeia a ser destacado € que a presenca da cauda
hidrocarbonica ligada ao oxigénio anomérico da glicose reduz enormemente a
taxa de trocas de prétons (ver Tab. (8.1)). Este mesmo resultado ndo se aplica

no caso do n-alquil-maltosideo maltose em relagdo ao.

8.3.2. Efeito da agregagcdo micelar sobre os
processos de troca proténica

Apesar deste estudo ndo ter como objetivo a determinagdo das concentracoes
micelares criticas, os seus valores apresentados na Tab. 8.1 mostram que ha
uma grande concordancia com os valores da literatura. Assim, 0S nossos
resultados endossam que as mudangas de inclinagcdo dos graficos de
T, ! versus P, sdo provocados pelos processos agregativos dos alquil-
sacarideos. Em concentragdes inferiores a cmc, como ja discutido na subsecao
anterior, a contribuicdo para os valores de T, ! sdo basicamente originados dos

processos de troca entre os grupos OH dos unimeros e as moléculas de 4dgua.
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Apds a concentracdo critica, as moléculas de n-alquil-sacarideos irdo se
apresentar na forma monomérica em equilibrio com os unimeros nas micelas,
e estes também irdo contribuir para os valores de T, ! dos prétons da dgua. A
Figura 8.7 mostra esquematicamente o processo de agregacdo e as principais

diferengas entre os unimeros livres daqueles que constituem as micelas.

Figura 8.7: Figura esquemitica do equilibrio entre as formas monomérica livre e no
agregado micelar. Os prétons trocdveis sdo destacados em vermelho na molécula de n-
alquil-glicosideo. A regido amarela na micela representa a por¢do espacial formada
preponderantemente pelas cabegas dos n-alquil-sacarideos e hd uma alta quantidade de
moléculas de dgua. Ja a regido clara no interior representa a regido hidrofébica ocupada
majoritariamente pelas cadeias hidrocarbOnicas.

Os unimeros livres em solucdo apresentam os grupos OH com liberdade
relativamente alta (quase total) para realizarem trocas protonicas. Porém, apos
a agregacdo micelar, os grupos OH dos n-alquil-sacarideos ficam muito
proximos uns dos outros e, neste regime, € bastante provdvel que ocorra

formacao de ligacOes de hidrogénio entre as cabecas sacarideas. Também pode
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haver uma diminui¢ao da taxa de trocas devido a concentragao local de grupos
OH estar acima de uma fracao de prétons hidroxilicos de 0,25. Além disso, as
regides limitrofes entre as cabecas polares e as caudas apolares sao

consideravelmente hidrofobicas e menos acessiveis as moléculas de dgua.
A descricdio matematica dos valores de 1/T, em func¢do de P, para as
concentragdes acima da cmc pode ser feita baseada na Eq. (8.6)

1 P !
T_ - T_a + (Pb)cmch] + Ppmicela be,mic (8.7)
2 2a

Em que (Py)emc € a fragdo molar dos prétons trocdveis na concentragdo
micelar critica, K}, € a taxa efetiva de troca dos prétons do glicosideo antes da
cmce, Ppmic € a fragdo de prétons trocdveis nas micelas e Kj ;- € a taxa
efetiva dos seus protons OH. O termo entre colchete torna-se uma constante
em concentragdes acima da cmc. O valor de Pp, ;. representa apenas a fracdo
de prétons trocaveis dos unimeros que constituem a micela. Estes valores ndo
sdo representados pelos P, nos graficos das Figuras 8.2(b)-8.5(b). Os valores
de Py 1mic podem ser calculados considerando-se que a quantidade de unimero
que estd na forma micelar serd a quantidade de total de surfactante menos a
quantidade de surfactante necessdria para atingir a cmc. A fracdo de prétons
trocaveis da micela pode ser determinada a partir da Equacao 8.8
Non (ncncm - ncmc)

P, .. = 8.8
bimic Non (ncncm — ncmc) + 2 Xny,o (85)

[@N

em que Nyoy € o numero de grupos OH na cabega sacaridea, ne o € a

(©N

quantidade de matéria do alquil-sacarideo expressa em mol, e 1.y, € a

quantidade de matéria (mol) do respectivo n-alquil-sacarideo na concentragao
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critica de micelizag@o. Nos caélculos, o numero de agregacdo, N4, Ndo ira,
pelo menos em principio, determinar o comportamento de relaxacdo. Ao invés
disso, o quao livre ou o quao impedidos estdo os grupos OH em realizar trocas
protonicas é que ird determinar a influéncia dos prétons hidroxilicos na
micela. O termo (ncnam — ncmc) expressa a quantidade de surfactante que

encontra-se na forma micelar. Considerando que cada molécula de n-alquil-
sacarideo contribui com Nyy grupos hidroxilicos, a quantidade total de
protons hidroxilicos da micela € representada pelo numerador da Eq. (8).

Ap6s a cme um gréfico Ty ' em fung@o de Py ;. ird fornecer uma equagdo de
primeiro grau, com o coeficiente linear representado pelo termo entre
colchetes na Eq. (8.7) e o coeficiente angular por fKj, ;.. Os valores de f e
K} mic sdo apresentados na Tab. (8.1). Para os n-alquil-sacarideos com baixos
valores de cmc Py, i = Pp. No entanto, para os surfactantes C3G; e C3G,, ou
outros com cmc ainda maiores, esta igualdade nédo € valida e os valores de K},
sdo superestimados como pode ser visto na Tabela (8.1).

Os valores de f mostram que os grupos OH apresentam, em média, apenas
30% da eficiéncia em realizar trocas de protons em relacdo as moléculas de
surfactante livres. Este resultado € muito importante, pois € uma prova
experimental das consequéncias do processo de micelizacdo nas interacoes
agua—cabecas hidrofilicas dos n-alquil-(glico e malto)sideos.

Poder-se-ia esperar que o aumento da cadeia, e o consequente aumento do

Nagg >

levaria @ uma menor disponibilidade dos grupos OH das cabecas
glicosideas. No entanto, os valores de f (fragdo efetiva de grupos OH que
estdo trocando prétons) mostrados na Tab. (8.1), aumentam ligeiramente
quando a cadeia alquilica aumenta de 8 para 9 dtomos de carbono para ambos

os surfactantes, glicosideo e maltosideo. Este fato também confirma que o
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Nggg pOr si 86 ndo afeta os processos de troca e, por isso, ndo pode ser

determinado a partir do efeito da micelizacdo nos valores de T, !. Para o
surfactante com cadeia maltosidea contendo 9 dtomos de carbono, a fracao
efetiva de grupos participando de trocas quimicas € de ~37%, enquanto para o
glicosideo também com 9, este valor € ~30%. Este resultado € coerente com o
fato de que as cabecas formados por duas unidades sacarideas apresentam
maior liberdade de interacdo com as moléculas de dgua. Em Estudo de
simulacdo por dindmica molecular realizado para o n-dodeceil-(a e f)-
maltosideos, foi demonstrado ocorrer uma significativa diminuicdao dos
nimeros de hidratagdo das cabegas sacarideas durante o processo de
agregacdo.'® Neste estudo, foi observada uma diminuicio de
aproximadamente 50% no numero total de hidratacdo do grupo maltosideo.
No entanto, se o grupo diretamente ligado a cadeia alquilica for considerado,
esta reducdo chega a 80% do valor médio do ndmero de hidratacao de
moléculas de maltose em solucdo. Além disso, estes autores ainda mostraram
haver a formacdo de ligacdes de hidrogénio contendo moléculas de dgua
formando pontes entre grupos OH de duas cabecas sacarideos de distinatas
moléculas. Assim, a considerdavel reducdo nas trocas protOnicas pode ser
atribuidas principalmente a dois fatores: formacao de ligagdes de hidrogénio
entre os proprios grupos OH e o impedimento espacial do grupo glicosideo
mais proximo da regido hidrofébica. No caso dos n-alquil-glicopiranosideos, a
cabeca é formada por uma tnica unidade glicosidea e necessita se organizar de
forma mais empacotada na micela no sentido de impedir os contatos
interacionais das moléculas de dgua com as cadeias alquilicas. Infelizmente
para os n-alquil-sacarideos maiores como C;0G;, Ci0G, e maiores, as

concentracdes micelares criticas tornam-se muito baixas (~1 —2 mmol L™1) e
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os efeitos de trocas protOnicas sobre a relaxacdo dos protons da dgua tornam-

se muito dificeis de serem detectados.

8.3.3. Agregacdo dos n-alquil-sacarideos em D;0
estudadas por relaxacdo transversal 1H

No sentido de avaliar o efeito da cadeia hidrofébica sobre a relaxacao spin-
spin dos protons em solucdo, foi feita a diluicdo em D,0. Os mecanismos de
relaxacdo numa amostra de d4gua pura envolvem as interagdes dipolares intra e
intermoleculares entre os spins-1/2 dos protons, assim, a diluicdo de H,O em
DO consegue isolar'"'® os prétons reduzindo as taxas de relaxacio transversal

como mostrado no grafico da Figura 8.8.
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Figura 8.8: Taxa de relaxagdo spin-spin dos prétons em solugdes binarias H,O/D,0O
em diferentes fracdes molares.

As interagOes dipolares responsdveis pela relaxacdo dos prétons € modulada

pelos movimentos moleculares e, por isso, o grafico da Figura 8.8 ndo €
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exatamente linear. As solugdes H,0/D,0O apresentam viscosidades

ligeiramente diferentes de uma solucdo ideal e ao se fazer as correcoes da
.~ . . .~ A e —1.,1

variacdo da viscosidade com a composi¢io a dependéncia de T, 1('H) em

~ .~ 17
funcao da composi¢do comporta-se exatamente como uma reta.

A Figura 8.9 apresenta os grificos da taxa de relaxagcdo spin-spin dos prétons

residuais nas solugdes de C;¢G; e CyG; em D,0.
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Figura 8.9: Taxa de relaxacdo spin-spin dos prétons residuais nas solugdes dos n-
decil-(glico e malto)piranosideo: (O) C;oGy; (@) C,oG,, em D,O a 25 °C.

Diferentemente das solugdes dos n-alquil-sacarideos em H,0O, em que o sinal
dos protons sdo majoritariamente das moléculas de agua, em D,0, o sinal do
pico (8 = 4,78 ppm) € devido aos proétons trocaveis residuais. A principal
vantagem reside no fato de que os efeitos de troca e/ou interacdes dipolares,
nao serdo ponderados em relacdo a uma quantidade de prétons (cerca de 1000
vezes maior como ocorre em H,O). Consequentemente, os efeitos envolvendo

agregacao micelar serdo mais sensiveis, como pode ser percebido pelas
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variagoes mais abruptas das inclinacOes antes e depois da cmc. As
concentracdes micelares criticas em D,0O sdo apresentadas na Tab 8.1
juntamente com as inclinagdes das curvas em unidades s~1. Mais uma vez a
concordancia entre os valores determinados nesta tese com aqueles da
literatura demonstra a boa precisdo da técnica de relaxometria em investigar os
processos agregativos dos n-alquil-sacarideos. J4 os valores associados &
inclinac@o da curva apresentados (K}, e K3), variam consideravelmente a partir
da cmec. Isto mostra que a eficiéncia dos processos de troca quimica sao
consideravelmente mais baixas quando as cabecas sacarideas encontram-se na
forma micelar. Em D,0 a frac@o de trocas protonicas na micela fica em torno
de 3 e 8 % respectivamente para C,oG; e C,yG, em relagdo aos seus unimeros
livres. Vale a pena ressaltar que as inclinagdes denominadas na Tab. 8.1 para
os experimentos em D,O nédo t€m o mesmo significado daquelas em H,0. Os
sistemas preparados em D,0O apresentam duas origens de prétons, a primeira
sdo os protons residuais do D,O (menores que 0,1%) do total de atomos de H
e D. A outra fonte sdo os prétons trocaveis dos grupos OH. Como mostrado na
Figura (8.8), a adicdo de protons na agua deuterada induz um aumento
aproximadamente linear da taxa de relaxacdo dos protons residuais. Este fato
explica porqué os valores de T, '('H), na mesma faixa de concentragdes
molares, sdo maiores para o C;(G, em relacio ao C,)G; (Figura 8.9). Ele
também tem implicacdo direta na inclinagdo da curva na regido abaixo da cmc.
As trocas protdnicas s6 sio efetivas para o valor de T, *('H) quando envolvem
trocas entre protons nos sitios (dgua e cabeca micelar) e € proporcional ao
produto das fragdes de grupos protonados nos sitios OD e D,O. Além disso, a
contribui¢do para o ndmero total de prétons pela cabega maltosidea (Nyy = 8)
€ duas vezes maior do que a cabeca glicosidea (Nyy = 4). Como as amostras

permanecem em equilibrio antes das medidas por pelo menos 24 horas, €
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esperado que os dois sitios, dgua e grupos trocaveis do surfactante, possuam a
mesma fragdo de prétons. Como as trocas protonicas dependem da troca entre
0s sitios que possuem prétons, entao, dobrando-se a fracdo de prétons em cada
sitio, a taxa efetiva de trocas serd aproximadamente quatro vezes maior, COmo
pode ser observado comparativamente para os dois alquil-sacarideos na Tabela
(8.1).

Interessantemente, apos a cmc a inclina¢do para o n-decil-maltosideo (13,1 X
1073s71) € cerca de 8 vezes maior do que para o n-decil-glicosideo (1,56 X
1073 s71). Ap6s a cmc cada molécula de C,,G, continua a contribuir com um
nimero de prétons duas vezes maior que a molécula de C;0G;. E estimado que
as micelas deste ultimo surfactante contenham entre 125-130" mondmeros,
enquanto para o surfactante maltosideo o Nyg44 € ~70. Logo, havera uma maior
quantidade de micelas menores, mais esféricas e, portanto, com maior area
acessivel para realizar trocas protonicas. O resultado geral é que as cabecas
sacarideas das micelas do C,yG;, sdo quatro vezes mais eficazes em realizar
trocas com os protons da dgua comparativamente ao C;¢G;. Se considerarmos
que 0 Nygq(C10G2) < 2Nyg4(C10G1) € que uma relagdo inversa também €
valida para as suas respectivas areas “superficiais”, a area total das micelas

maltosideas serd cerca as micelas glicosideas.

8.4. Conclusoes

Medidas de relaxacdo spin-spin dos prétons trocdveis sdo bastante adequados
para o estudo dos processos criticos de agregacdo de n-alquil-B-(glico e
malto)piranosideo tanto em H,O quanto em D,0O. Além de reproduzir com

bastante concordancia os valores das concentragdes criticas de micelizacao, as
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medidas de Tz_l(lH trocaveis) demonstra experimentalmente a consequéncia
do processo de formagao de micelas sobre as interacdes das moléculas de dgua
com os grupos OH das cabecas sacarideas. Apesar de este ser um resultado um
tanto quanto 6bvio, até o presente momento nao ha relatos na literatura sobre
esta confirmacdo experimental. As mudancas de inclinagdo dos experimentos
em D,O sdo mais sensiveis ao processo de agregacido e também a natureza
(glicose ou maltose) da cabeca do surfactante. Neste ultimo solvente €
possivel o estudo de agreagacdo de n-alquil-sacarideos com cmc’s

consideravelmente mais baixas do que em H,O.
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Consideracoes Finais e Perspectivas

As intera¢des intermoleculares entre dgua e carboidratos se manifestam por
diferentes facetas. Do ponto de vista macroscopico, propriedades
fundamentais como solubilidade e mddulo elastico ou entalpia da transi¢ao
sol-gel, s@do marcadamente dependentes da intensidade de ligacdo de
hidrogénio. Para carboidratos simples, pequenos e com valores altos de
solubilidade, o efeito isotopico da substituicio (H por D) € praticamente
negligencidvel. No entanto, a medida que o carboidrato torna-se maior e
menos soluvel, a substituicdo de H,O por D,0, induz o aparecimento de
diferencas significativas em propriedades macroscopicas. No caso do
polissacarideo k-carrageenan tais diferencas sdo amplificadas devido a
cooperatividade da transi¢ao coil-helix. Estes resultados leva-nos a sugerir que
as explicacdes advindas da substituicdo de H,O por D,O sobre as propriedades
de carboidratos (solutos hidrofilicos) ndo sdo apenas devido a intensificacao
do efeito hidrofébico como € sugerido na literatura. No caso dos carboidratos
simples, a nossa proposta € que, 2 medida em que a molécula do carboidrato
torna-se maior, a insercao do soluto perturba mais fortemente a estrutura da
agua tornando a solubilidade um processo mais dificil de ser realizado na dgua
(D,0O) com maior energia coesiva. No caso da k-carragena,, a cooperatividade
da transi¢cdo coil-helix, intensifica o efeito descrito anteriormente da seguinte
forma. Os efeitos da substituicdo isotépica provocados em partes da
macromolécula irdo induzir segmentos adjacentes, os quais irdo propagar e
reforcar esta cadeia de eventos. NOs sugerimos que simulagoes
computacionais e/ou cdlculos quanticos podem dar mais insights em nivel

molecular sobre este efeito com substancia hidrofilicas.
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Os estudos de RMN sugerem que os processos interacionais entre 0os grupos
OH dos carboidratos e as moléculas de 4gua dependem da natureza do
carboidrato. Essa dependéncia ndo € apenas em relagdo ao tamanho, mas ela
se manifesta em fun¢ao da forma do carboidrato. As taxas de trocas protOnicas
entre os préotons da dgua e os grupos OH dos carboidratos sdo mais rapidas
para carboidratos de cadeia aberta (como D-sorbitol), seguidas pela forma
piranosidea, e apresentando taxas mais lentas a forma furanosidea. Também
parece haver uma relacdo entre a fracdo de grupos OH orientados
equatorialmente e as taxas de troca protdnica. Agucares com maior quantidade
de grupos orientados equatorialmente apresentam taxas de trocas protonicas
mais altas. Além disso, as transferéncias de magnetiza¢ao entre as populacoes
de spins 'H sdo moduladas por ambos, movimentos moleculares e pelas trocas
protonicas. As condicdes ideais para a verificagdo de relaxacdo nuclear
magnética cruzada sdo alcangadas na solugdo saturada de frutose. Para este
sistema em especifico, os resultados indicaram que as moléculas de dgua
interagem preferencialmente com os prétons dos grupos OH e
negligenciavelmente com os protons CH dos carboidratos.

As trocas protOnicas também mostraram-se adequados para sondar as
consequéncias de processos agregativos de n-alquil-B-glicosideos. Foi
possivel mostrar experimentalmente que apds a formagdo de micelas, os
grupos sacarideos das cabecas dos surfactantes interagem menos facilmente
com as moléculas de dgua. Estes resultados experimentais sdo endossados por
recentes trabalhos de simulacdo por dinamica molecular. Como os sistemas
formados por dgua e carboidratos e suas interagdes sao de ampla ocorréncia,
nés vislumbramos que estudos similares aos aqui apresentados possam

contribuir para o entendimento de processos interacionais mais elaborados
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como, por exemplo, mecanismos de sinalizagdo quimica, reconhecimento

molecular, e atividade de receptores nucleares.
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APENDICES

APENDICE A - As Equacoes de Bloch

Em 1946 Felix Bloch' propds um conjunto de equagdes simples para a
descricdio de um ensemble de nucleos num campo magnético externo,
derivadas a partir de argumentos fenomenoldgicos. Estas equagdes descrevem
com excelente precisdo o comportamento dindmico de amostras liquidas mas
ndo sio tdo precisas na descricio de amostras sélidas.” Neste apéndice é
apresentada uma breve descri¢do das equacdes de Bloch e para uma busca
mais aprofundada o leitor deve buscar na ref. >

Num campo magnético homogéneo a equagdo do movimento de um conjunto
de spins livres e ndo interagentes pode ser descrita por dM/dt = yM X B,,.
Além disso, a tendéncia de a magnetizacdo se alinhar segundo o eixo z e
atingir no equilibrio, M, = M, = y,B,, pode ser descrita com boa precisdao
pela equagdao dM,/dt = —{(M, — M,)/T;}. Em que T; é o tempo de
relaxacao longitudinal. Como descrito na Secdo 4.1, a aplicacdo de um campo
perpendicular a By, oscilante com frequéncia w,, € magnitude B;, desloca a
magnetizagdo para o plano x-y. Devido a processos interacionais € a nao
homogeneidade de campo, com o passar do tempo ocorre a perda de coeréncia
dos spins que precessionam o campo em z com velocidades angulares
ligeiramente diferentes. A consequéncia é o decaimento da magnetizacdo com
uma constante de tempo caracteristica, e este processo pode ser descrito

heuristicamente pelas equacoes

227



dM, M, dM, M,

@ - T, a T,

(A.1)

Em que T, € o tempo de relaxacdo transversal ou spin-spin. Considerando o
sistema de referéncia rotante e levando em conta que o movimento dos spins
esta sujeito a acdo do campo B, e de um campo perpendicular B;, obt€ém-se a
equacdo de Bloch na forma

dM M,i+ M,j B M, — M,

—=y(MXB —
dt 14¢ eff) T, T,

k (A.2)

sendo o campo efetivo a combinagdo dos campos permanente € pulsante

perpendicularmente  a  z, Beg = (Byg+ w/y)k+ Bi = (w—wo)zk—wli _

Awk—-wqi . . - o . A . .
—, €1, )¢ k, sao vetores unitarios no sistema de referéncia glrante, € OS

tios sobre as magnetizacdes referem-se a este sistema de referéncia. A equagao
de Bloch também pode ser escrita para cada componente, x, y € z,

separadamente e, assim, chega-se as famosas Equacdes de Bloch

M, _ M, + AwM
dc T, 0%
dMm M _
dM, _ M,— M,
ac - My )
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APENDICE B - Equacoes de troca quimica

Através de um pulso perpendicular com amplitude B;, as magnetizacdes M, e

M,, descritas pela Eq. (4.20) podem ser escritas na forma

d [My _ My 1
el = o @1

Em que L € a matriz

1
iy + 7+ K —k
L= 2 1 (B.2)
|k —z6w+T—2+kJ

Sendo definido 6, = (wy — wg)/2,e w; = (W4 + wWg)/2.
A forma funcional da equagdo (B.1) é similar a da Eq. (4.20), e ela é composta
por equacgdOes diferenciais de primeira ordem, as quais podem ser escritas

como,

M, () M, (0)
= exp(—Lt) (B.3)
Mp(t) Mg (0)
Em que exp(—Lt) denota a exponencial da matriz L, Eq. (B.2). E comum e
vidvel diagonalizar a matriz L e escrever M(t) como um problema de
autovetores e autovalores. A diagonalizagdo de L com a matriz de auto-
vetores, U, para gerar a matriz diagonal, A, com os autovalores abaixo da

diagonal.
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A=U"1LU (B.4)

A exponencial da matriz diagonal pode ser escrita como a diagonalizacdo da

exponencial da matriz L,

M, (t) M,(0)
= Uexp(—At)U™? (B.5)
Mg(t) Mg (0)
M, (t) e~ Mt 0 M,(0)
U U1 (B.6)
Mg(t) 0 e~ A2t Mg (0)

Em que 1] e A, sdo as frequéncias com que as magnetizagdes a e b evoluem
com o tempo. Os autovalores da Eq. (B.6) sdo tais que satisfazem a Eq. (B.2)

segundo a condi¢ao:

1
i§ + =+ k=2 —k
2 1 0 (B.7)
—k —i6+ k=X

2

Resultando, assim, os possiveis valores de frequéncia A’ em fung¢do do
deslocamento quimico, &, entre os sitios a e b, da taxa de troca quimica, k, e

da taxa de relaxagdo transversal causada pelas intera¢des dipolares,

1
/1’=(T—+k)i k2 — 52 (B.8)

2
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A’ tem o significado fisico da taxa de relaxacdo efetiva que inclue os efeitos de
troca quimica e deslocamento quimico nas taxas de relaxacdo transversal dos
spins nos dois sitios.

Os autovalores que satisfazem a Eq. (B.8) dependem das condi¢des de regime
de troca quimica. No regime de trocas lentas, de acordo com a Secdo 4.5,
k < 6, sdo esperados dois sinais, ambos complexos, os quais sao responsaveis
pelos picos centrados em w, € w, Figura 4.4. As frequéncias dos sitios a e b
sdo descritas pela parte imagindria, enquanto suas respectivas intensidades sao

formadas pela parte real.” Em regime de rdpidas trocas, no entanto, o termo

responsavel pelas frequéncias, Vk? — §2, torna-se um nimero puramente real
podendo ser positivo e negativo em relacdo a wy. O sinal ainda € constituido
por dois picos, porém, com deslocamento quimico em relacio a w,
correspondente a metade de §. Nesta regido, k = §, os picos comecam a
coalescer como mostrado esquematicamente na Figura . Em regimes de troca
mais rapidos, k > &, o espectro de RMN é composto por um unico pico

centrado em w, e com largura a meia altura incluindo termos de 1/(nT,) +

(i) (Aw)?.

APENDICE C —Modelo de Carver & Richards modificado

O modelo de relaxacio desenvolvido por Carver & Richards® e posteriormente
modificado por Hills’ descreve a relaxacdo de spins em regime de troca entre
os sitios a e b, em fungdo dos tempos de relaxacdo intrinsecos, T,, € T,p, do
tempo de vida médio nos sitios 7,4, = 1/k,;, € da diferenca de frequéncia ou

deslocamento quimico 6w = |w, — wp|. A taxa de relaxacdo transversal

231



efetiva dos protons trocdveis pode ser descrita pela Equacdo 5.1 e aqui

reproduzida como C.1

= =5-InA (C.1)

A forma funcional do decaimento dos ecos de spin permanece exponencial

desde que a magnitude do termo de In A ndo seja dominante na Equagao (C.1).
o e . L 1
Essa condicdo € plenamente satisfeita no regime de rapidas trocas, P dw,

em que T € o tempo de vida médio dos prétons nos sitios, 1/t,, = P/t =
P,/tp. O termo In A € descrito matematicamente pela Equagado (C.2 — C10).

InA = —1 0,

1
+ In [(DJr cosh? & — D_ cos? )2

+ (D, cosh? € + D_ cos? n)% (C.2)
2D, = +1 —L(&D): (€.3)
(2 +?)2
: .
e= ()¢ o + o] (€9
(= 20woa_ (C.5)
T 2 1 72\s 12
N :E{i |-w+ w7 + 52| } (.6)
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(€.7)

O =t —+— (C.8)

= ——t——— (€.9)

dw = wp — W, (C.10)

Apesar da complexidade algébrica das Equacdes (C1-10), o termo InA
depende dos parametros tempo de vida nos sitios a € b, 1/t, ¢ 1/Tp,
respectivamente, do deslocamento quimico ou diferenca de frequéncias entre
os sitios dw = |w, — wy|, das fracdes populacionais P, e Py, e dos tempos de
relaxacdo intrinsecos T,, e T,,. Fisicamente, o termo A representa a taxa de
relaxacao efetiva incluindo as contribui¢des das interagdes dipolares spin-spin,
de troca quimica com taxa k e diferenca de frequéncia entre os sitios w. Para

sistemas de dois sitios, estas equacdes estao sujeitas as condicdes:

todos os spins ocupam os sitiosae b; P, + P, =1 (€11)

o fluxo de spins entre os sitios estd em regime estaciondrio; P,/t, =

Pb/Tb (612)

APENDICE D —Relaxometria de correla¢do cruzada

T, - T,

A evolugdo temporal das magnetizagdes dos sitios a e b, M, e M,

respectivamente, pode ser descrita matematicamente por®
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dMa/dt (_Ra - ka) kb (Ma - MaOO)

(D.1)

dM,/dt ky, (—Rp = kp)I LMy, — My)

Em que R, = 1/T;,, € Ry = 1/T; 54, s@0 as taxas de relaxag¢@o spin-spin e
spin-rede, respectivamente para as populacdes de spins a e b. As constantes k,
e k;, sdo taxas de transferéncia de magnetizacdo entre os sitios que pode
ocorrer por diversos mecanismos como descrito na Sec¢ao (6.1.1).

As solucdes matemadticas para a Eq. (D.1) sao

(Mg — Mg.)
ST (My(0) — Mye) + A
= ( (S+) —- )+ exp(s*t)
+S_(Ma(£_) ;LIS\,/I:IOO) +Aexp(s‘t) (D.2)
em que
A= Ry +kp)(My(0) = Myoo) + kyy (M, (0) — Mpoo) (D.3)

Em se tratando das taxas de relaxacao transversal os termos, M;.,, tendem a

zero e as magnetizagdes M; sio as magnetizagdes complexas (M, + iMj,,).

T, — store — T,
A relaxometria T, — T, € analoga a T; — T, e também pode ser descrita
matematicamente pela Eq. (D.1), porém s6 envolvem explicitamente termos
de relaxacdo transversal. Mais uma vez se a condigdo de equilibrio

estaciondrio se aplica M3k, = Mpk,,.
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A intensidade ao final dos ecos de spin € calculada de acordo com a resolucdo
da Eq. (D.1) obtendo o valor da intensidade das magnetizagdes ao final da

primeira sequéncia CPMG, M, ;, (t;) como descrito por Korb e colaboradores’

Ma(tl) = M((J,)
S, + R,y + k)M — kyy M?
. 2( 2 2a _ a2)+a b1‘"%p exp(Sftl)
ST+ R, +ky )M — kpy MP
-2 (52 az oF izé_a b177b exp(S{ty) (D.4)
2 2

Equacgdes equivalentes sdo encontradas para o reservatorio de protons b, e as

taxas de relaxacao efetivas sdo calculadas de acordo com a Eq. (D.5)

S/~

1

_ _ (Rai + kali + Rbi)
2

1
5 \/ (RY2 + Kk, + RE2 + k)" — 4[(RE? + K, ) (RE2 + kp) — koky]  (D.5)

ApOs cada uma das outras duas etapas da sequéncia T, — store — T, as

magnetizagdes sao calculadadas de forma analoga a Eq. (D.4).
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