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Resumo

A sacarose é o dissacarideo mais abundante na natureza, encontrado na forma
pura. E formada pela ligacdo da hidroxila do C, da o-D-glicose com a hidroxila do C, da B-D-
frutose. Sua hidrdlise em meio acido produz 1 mol de glicose e 1 mol de frutose. O
mecanismo envolve a presenca de um intermedidrio, que corresponde a etapa lenta da
reacao de hidrdlise. A sacarose foi hidrolisada em meio neutro, utilizando-se uma mistura
de ésteres derivados do 6leo de mamona, produzida pelo Laboratério de Quimica
Analitica e Tecnologia de Polimeros (GQATP). O mecanismo da hidrdlise em meio neutro,
se assemelhou com o mecanismo da hidrdlise acida, apresentando também um complexo
aquoso, que determinou a velocidade da reacao.

Uma solugdo de sacarose 0,1 mol L" foi hidrolisada pela mistura de ésteres dando
como produtos finais 0,019 mol L™ de glicose e 0,017 mol L" de frutose. Verificou-se que a
producdo dos monossacarideos foi possivel depois do oitavo dia de reacao.

Soluc¢bes de sacarose com diferentes concentracdes de cloreto de sédio (Nacl)
também foram hidrolisadas, uma vez que este estudo foi importante para se observar a
influéncia da forga idnica na velocidade da rea¢dao de decomposi¢ao. Uma solugao de
sacarose 10 > mol L, que apresenta forca i6nica igual a 5,0 x 10 * mol L, ao reagir com a
mistura de ésteres, apresentou uma quantidade igual a 9,99 x 10 * mol L" de acucares
redutores formados, ou seja, 99% de sacarose foi hidrolisada. Mesmo com uma maior
velocidade de reacdo, ainda houve a formacdo de um complexo aquoso, pois a reacao
ndo foi instantanea. Com valores de forcas idnicas maiores, houve uma menor produgao
de glicose e frutose.

Ja a celulose é um polissacarideo composto de moléculas de D-glicose, unidas por
ligagbes glicosidicas B-1,4, sendo o principal material estrutural das plantas. O mecanismo
da hidrdlise da celulose em meio acido assemelha-se a hidrdlise acida da sacarose, em
que, antes de se chegar aos produtos finais da reacao, ocorre a formacao de um
complexo intermediario. A celulose também foi hidrolisada em meio neutro utilizando-se
a mistura de ésteres, e foi possivel observar a presenca de um complexo aquoso, antes de
se chegar aos produtos finais de sua decomposicdo, ou seja, celobiose e/ou glicose.
Partindo-se de uma solucdo 0,2 g L" de celulose, chegou-se a formacdo de 0,14 g L' de
agucares redutores. Isso corresponde a 70% de celulose hidrolisada. Com rela¢do ao
estudo cinético de decomposicao da celulose, comprova-se que se trata de uma reacao
de segunda ordem, e que o tempo de meia-vida da celulose na mistura de ésteres é de
15,29 dias. Como nao se sabe a proporcao da mistura de ésteres que reage com a
celulose, tanto o tempo de meia-vida quanto a lei de velocidade, foram calculadas
somente com relacao a celulose.



Abstract

Sucrose is the most abundant disaccharide in nature, found in pure form. It is
formed by binding the C, hydroxyl of the o-D-glucose with the hydroxyl of the C, of B-D-
fructose. Hydrolysis in acid produces 1 mol of glucose and 1 mol of fructose. The
mechanism involves the presence of an intermediary, which is the slow step of the
hydrolysis reaction. Sucrose was hydrolyzed in neutral, using a mixture of esters derived
from castor oil, produced by the Laboratory of Analytical Chemistry and Technology of
Polymers (GQATP). The mechanism of hydrolysis in neutral medium, resembled the
mechanism of acid hydrolysis, and also provides an aqueous complex, which determined
the rate of reaction.

A solution of sucrose 0,1 mol L was hydrolyzed by the mixture of esters giving as
final products 0,019 mol L" glucose and 0,017 mol L” of fructose. It was found that the
production of monosaccharides was possible after the eighth day of reaction.
Sucrose solutions with different concentrations of sodium chloride (NaCl) were also
hydrolysed, since this study was important to observe the influence of ionic strength on
reaction rate of decomposition. A sucrose solution 10 mol L, which represents the ionic
strength equal to 5,0 x 10 mol L-1 and reacted with a mixture of esters, showed a count
of 9,99 x 10* mol L" of reducing sugars formed, ie, 99% sucrose was hydrolyzed. Even
with a higher speed of reaction, there was still the formation of an aqueous complex,
because the reaction was not instantaneous. With values higher ionic strengths, there
was a lower production of glucose and fructose.

Since cellulose is a polysaccharide composed of molecules of D-glucose, linked by
glycosidic B-1,4, and the main structural material of plants. The mechanism of hydrolysis
of cellulose in an acid similar to the acid hydrolysis of sucrose, in which, before reaching
the final products of the reaction causes the formation of an intermediate complex.
Cellulose was also hydrolyzed in neutral solution using a mixture of esters, and we
observed the presence of an aqueous complex, before we get to the final products of
decomposition, ie, cellobiose and/or glucose. Starting from a solution of 0,2 g L' of
cellulose, it was the formation of 0,14 g L' of sugars. This corresponds to 70% of
hydrolyzed cellulose. Regarding the kinetics of decomposition of cellulose, we find that it
is a second-order reaction, and that the half-life of the mixture of cellulose esters is 15,29
days. As we do not know the proportion of mixed esters which reacts with the cellulose,
both the half-life as the rate law, were calculated only with respect to cellulose.
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Introdugdo

1. Carboidratos

Carboidratos sao compostos que ocorrem em todos os organismos vivos, sendo
essenciais para a vida. O acglcar da cana, o amido e a celulose sdo todos constituidos
de carboidratos. O termo deriva do fato de a glicose, o primeiro carboidrato a ser
purificado, possuir forma molecular C¢H;;O,. Originalmente se pensava que ela era
formada por carbono hidratado [C¢(H,O)s], e 0 termo perdurou até os dias de hoje '.
O termo glicideo também pode ser usado para designar os carboidratos 2.

Nos vegetais e em alguns animais, os carboidratos s@o constituintes importantes
dos tecidos de suporte 3. Toda a energia consumida nos sistemas biolégicos procede
da energia luminosa que é transformada mediante os processos de fotossintese 3 4. Os
carboidratos, quando ingeridos, sdao metabolizados proporcionando grande
quantidade de energia, ou sdo estocados na forma de glicogénio '.

Os carboidratos também podem ser denominados sacarideos, palavra de
origem latina (saccharum, aglcar). Os mais simples sdo chamados monossacarideos,
que significa ‘'um aglcar’. Estruturalmente os monossacarideos sdo aldeidos ou cetonas
poliidroxiladas, de modo que se subdividem em aldoses e cetoses . A terminacdo ose
indica que o composto é um carboidrato, e os prefixos a/d e cet designam a natureza
da carbonila (aldeido e cetona, respectivamente). O nimero de atomos de carbono
dos monossacarideos é indicado pelos prefixos tri, tetra, penta, hexa, etc. Por
exemplo, a glicose é uma aldoexose e a frutose é uma cetoexose °.

A Figura 1 mostra as féormulas de proje¢des de Fischer das D-aldoses até 6

atomos de carbono.
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Figura 1: ProjecOes de Fischer para as D-aldoses até seis &omos de carbono.

Apesar das estruturas aciclicas, mostradas anteriormente estarem corretas, elas
ndo descrevem os monossacarideos de uma maneira precisa.

Aldeidos e cetonas reagem com alcodis formando hemiacetais e hemicetais,
respectivamente. O grupo hidroxila em Csda glicose (Figura 2), e de outras pentoses e
hexoses, pode se aproximar facilmente do carbono da carbonila a uma distancia que
permite a formacdo de uma ligacdo, podendo ocorrer a ciclizagdo, formando um

hemiacetal ciclico.
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Figura 2: Formag¢do do hemiacetal.

O G, que era aquiral na estrutura aciclica, se torna quiral na estrutura ciclica. O
novo centro quiral é chamado de centro anomérico e se localiza sempre no C; das
aldoses (Figura 3). As configuracbes do carbono anomérico (o ou B) podem ser
definidas de forma mais facilmente evidenciada nas férmulas de projecao de Haworth.
Para os aclcares da série D, o -OH do carbono anomérico estd para baixo no isdmero

a e esta para cima no isémero f %

Figura 3: Estrutura quimica da D-glicose.

1.1. A glicose

A glicose (Figura 3) é extremamente solGvel em 4gua. A adicdo de acido acético

a esta solucdo é responsédvel pela precipitacdo lenta dos cristais & 7. A glicose é a
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principal fonte de energia para a maioria dos organismos e o mondmero primario
basico dos polissacarideos mais abundantes, tais como amido e celulose >.

Também conhecida como dextrose ou aglicar do sangue, possui peso molecurar
igual a 180,16 e ponto de fusdo 146 °C. Um grama de glicose dissolve-se

aproximadamente em 1 mL de dgua 7.

1.2. A frutose

A frutose (Figura 4) é, biologicamente, a cetose mais importante. E encontrada
junto com a glicose e a sacarose em muitas frutas. O mel é uma mistura de glicose e
frutose, além de ser um intermediario importante na fotossintese 2 7. E conhecida
também como levulose ou agtcar das frutas. Ocorre em grande quantidade nas frutas,

no mel e no sémen bovino e humano. E extremamente solGvel em agua 7.

Figura 4: Estrutura quimica da D-frutose.
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1.3. Dissacarideos

A combinacdo de dois monossacarideos resulta nos dissacarideos, a combinagdo
de trés forma um trissacarideo, e assim por diante '. Esses aclicares séo denominados
oligossacarideos e geralmente apresentam a férmula C,H,,O, onde n varia
principalmente de 3 a 8 2. Quando a unido de dois monossacarideos é formada entre
o centro anomérico de uma unidade e a hidroxila de outra, o dissacarideo é redutor, e
dando positivo frente ao teste de Fehling ou ao teste de Tollens 2 8.Quando a unido
glicosidica é formada por ambos os centros anoméricos, o dissacarideo é nao

redutor 8.

1.3.1. A sacarose

O dissacarideo mais conhecido e o mais importante da classe de aglcares ndo
redutores é a sacarose, que é produzida comercialmente a partir da cana de aglicar ou
da beterraba 8. E o composto organico mais abundante na forma pura. Apresenta-se
na forma de cristais, blocos, ou em p&. Possui sabor adocicado; um grama se dissolve
e, 0,5 mL de agua. Seu peso molecular é de 342,30 e é resistente a decomposicdo

bacteriana a altas temperaturas ’.

17
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A sacarose (Figura 5) é formada pela ligacdo da hidroxila do C; da a-D-glicose
com a hidroxila do C, da B-D-frutose. No processo de formacédo, ocorre a eliminacdo

de uma molécula de agua.

OH
L OH
. o_z» O
OH / HO
HO
OH HO™ oy

Figura 5: Estrutura quimica da sacarose.

A sacarose é dextrégira, apresentando rotacdo especifica igual a + 66,5°.
Quando ela é hidrolisada, obtém-se uma mistura com quantidade iguais de glicose (+
52,5°) e frutose (- 92°), cuja rotacdo especifica é aproximadamente -20°. Em virtude
da direcdo de rotacdo do plano da luz polarizada, essa mistura é conhecida como
acucar invertido. O agUcar invertido é o principal constituinte do mel, que hidrolisam
a sacarose presente no néctar por meio de enzimas existentes em seu organismo,
Como o aglcar invertido é mais doce que a sacarose, e tem menor tendéncia a se
cristalizar, é largamente utilizado na induastria de alimentos na producdo de sorvetes,
balas, etc 7.

A sacarose, em solucdo aquosa, pode ser hidrolisada por acidos. O mecanismo
envolve a presenca de um intermediério, formado pela protonacdo do oxigénio da
ligacdo glicosidica, evoluindo lentamente para a formac¢do de um carbénion, que por

sua vez, sofre uma substituicdo por uma molécula de dgua” (Figura 6) ©.

“EDWARD, J. T.; Chem Ind. London. P. 1102, 1955.
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Figura 6: Mecanismo de hidrdlise da sacarose em meio acido.

1.4. Polissacarideos

Os polissacarideos sdo carboidratos de alto peso molecular, variando entre
dezenas de milhares a milhdes. Sdo geralmente insollveis na maioria dos solventes, e
mesmo quando puros, sdo constituidos de moléculas de variados comprimentos de
cadeias e pesos moleculares. Alguns polissacarideos, como o amido e a celulose dao
apenas um uUnico monossacarideo quando hidrolisados. Outros como a goma arébica,
sdo formados por muitos tipos de monossacarideos. A quitina é um polissacarideo
responsavel pela formacdo do exoesqueleto dos crustaceos e dos insetos. A dextrana
por sua vez, é usada como dispersante de plasma sanguineo, e a algina, estd presente
nas paredes celulares de algas 2.

Os polissacarideos sao encontrados em plantas, animais e microorganismos, nos
quais cumprem diversas fun¢des. A celulose e a quitina, por exemplo, sdo

polissacarideos estruturais, j& o amido e o glicogénio sdo polissacarideos de reserva de
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energia. Os polissacarideos de paredes celulares bacterianas conferem as mesmas,

especificidade imunoldgica 8.

1.4.1. A celulose

A celulose é um polimero de alto peso molecular, composta de moléculas de D-
glicose, unidas por ligacdes glicosidicas p-1,4 (Figura 7). A celulose nativa é composta
por mais de 10.000 moléculas de D-glicose anidra. Isso significa que o peso molecular
da celulose nativa é préximo de 1,5 milhdes °.

E o principal material estrutural das plantas, e o ingrediente principal do

algodao, madeira, linho, palha e folhas de milho. A celulose é insolivel em &gua

podendo, entretanto, ser hidrolisada 2.

Figura 7: Estrutura quimica da celulose.

Quando a celulose é hidrolisada em meio &cido, as liga¢des glicosidicas B-1,4
sdo rompidas, dando origem as moléculas de glicose. Com a utilizagdo de &acido

concentrado, ocorre a formagdo, primeiramente, de um complexo acido, onde a
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estrutura cristalina da celulose é destruida, e finalmente chega-se a unidade
fundamental do polissacarideo, ou seja, D-glicose.

O mecanismo da hidrélise acida é mostrado na Figura 8. Primeiramente, ocorre
a rapida protonacdo do oxigénio da ligacdo glicosidica, formando um complexo
intermedidrio entre o préton e o oxigénio glicosidico. Posteriormente, ocorre
lentamente a quebra da ligacdo glicosidica, seguida da adicdo de agua. Pode ocorrer
também, a protonacdo do oxigénio que se encontra na molécula ciclica, ou de ambos

os oxigénios, tanto o ciclico quanto o da ligacdo glicosidica, simultaneamente °.

OH
oH LO o LOH H LO a
LO +/@/ 30 o/@/
ﬂ oH OH

\Laber‘[ura doanel

28|

OH
Lo L’T
T K OH
OH L — OH o
HO HO OH

+ H,0

-H
rapida

Figura 8: Mecanismo de hidrdlise da celulose em meio acido.
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1.5. A importancia dos carboidratos

A fotossintese, realizada pelas plantas, € um processo no qual o diéxodo de
carbono reage com a agua sob acdo de luz, resultando na formacdo da glicose. A

glicose, uma vez formada, polimeriza-se, formando amido e celulose ™ 4.

6CO, +6H,0 0¥ - 60, + C,H,0, M)

Por outro lado, os carboidratos sdao reconvertidos em CO,, durante o processo
de respiracdo, combustdo e decomposicdo 2. Estes processos fornecem a principal

fonte de energia para o trabalho da célula (Figura 9).
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Figura 9: Importancia da glicose em processos biolégicos.

Os aminoacucares sao aldoses ou cetoses onde um grupo —OH esté substituido
por um grupo amino 2. Um dos mais comuns é a N-acetil-glicosamina, componente da
parede celular de bactérias Gram — negativas, combinada com acidos graxos 8.

Os antigenos de grupos sanguineos correspondem a dois tipos de trissacarideos,
denominados A e B, e a um dissacarideo denominado H (Figura 10). Nota-se que os
aclcares A e B sdao formados, respectivamente, pela adicdo de uma molécula de N-

acetilgalactosamina e uma molécula de galactose no dissacarideo H ©.
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Figura 10: Estrutura quimica dos antigenos A, B e H.

2. Métodos para a identificagdo de aglcares

2.1. Espectroscopia molecular na regidao do ultravioleta/visivel

A espectroscopia molecular baseada na radiacdo ultravioleta/visivel é
comumente utilizada na identificacdo e determinacdo de muitos compostos organicos
e inorganicos. E usada principalmente na anélise quantitativa e é o principal método
aplicado em laboratdrios quimicos °.

Quando uma radiagdo continua passa através de um material transparente,
uma parte dela é absorvida. A radiacdo residual, por sua vez, produz um espectro
chamado espectro de absor¢do. Como resultado, &tomos ou moléculas passam de um
estado de baixa energia (estado fundamental) para um estado de energia mais alta

(estado excitado). A radiacdo que é absorvida tem exatamente o mesmo valor da

diferenca de energia entre o estado excitado e o estado fundamental.
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Como a molécula absorve energia, um elétron é promovido de um orbital
ocupado para um orbital ndo ocupado de energia potencial maior. Para a maioria das
moléculas, os orbitais moleculares de energia mais baixa s@o os orbitais o,
correspondentes as ligacdes c. Os orbitais antiligantes (c* e m*) sdo os orbitais de
maior energia.

Nas moléculas, a absor¢do ultravioleta, geralmente ocorre em um extenso
intervalo de comprimentos de onda, pois as moléculas possuem muitos estados
excitados de vibracdo e rotacdo a temperatura ambiente. Observa-se, portanto, num
espectro de UV, uma larga banda de absor¢do em um comprimento de onda
correspondente a maior parte das transicdes. Quanto maior o nimero de moléculas
capazes de absorver luz em um dado comprimento de onda, maior sera a extensao de
absorcdo da luz. Seguindo essa idéia, chega-se a express@ao empirica, conhecida como

Lei de Beer-Lambert:

A= |Og|—0 =l )

O termo log (lo/1) é conhecido como absorbéncia e pode ser representado por
A. A absortividade molar (€) é uma propriedade da molécula que sofre uma transicdo
eletrbnica e ndo depende de parametros envolvidos no preparo da solugdo. O termo
¢ corresponde a concentracdo molar do soluto e | representa o tamanho da cela (cm)
que contém a amostra .

Usa-se a técnica de espectroscopia de UV/Vis para a anélise de carboidratos,
quando estes reagem com o reagente de DNS 2. Este método baseia-se na reducdo do

acido 3,5 dinitro-salicilico a &cido 3-amino-5-nitrosalicilico ao mesmo tempo em que
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o grupo aldeido do agucar é oxidado a grupo carboxilico, com o desenvolvimento de
coloracao avermelhada, lida espectrofotometricamente em 600 nm 3.

A formac¢do de um complexo de colora¢do azul entre uma solug¢do de iodo e as
ligacdes o-1,4 do amido também pode ser analisada espectroscopicamente num
comprimento de onda de 570 nm ' 5. Amostras de amido também podem ser
analisadas por espectroscopia, utilizando-se fenol e &cido sulfurico com a finalidade de

degradar a a-amilose e sua banda de absor¢do ser observada em 490 nm 6.

2.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de
uma mistura, realizada pela distribuicdo destes componentes entre duas fases. Uma das
fases permanece estaciondria enquanto a outra se move através dela. Durante a
passagem da fase moével pela fase estaciondria, os componentes da mistura sdo
distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada componente é seletivamente
retido pela fase estaciondria, resultando em migracbes diferenciais destes
componentes 7. Os mecanismos de separacdo utilizados em cromatografia liquida sdo:

- Adsor¢éao;

- Particao (fase normal e fase reversa);

- Troca ibnica;

- Exclusdo por tamanho.
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Esses mecanismos estdo associados a processos quimicos e fisicos que atuam
durante a separacdo. Dentre as principais forcas quimicas atuantes entre o analito e a
fase estaciondria destacam-se as forcas idnicas, ligacdes de hidrogénio, interacdes do
tipo dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido e dipolo induzido-dipolo induzido (forgas
de dispersao).

O mecanismo de adsor¢cdo é utilizado principalmente na separacdo de
compostos polares. As fases estacionérias mais empregadas s@o a silica e a alumina. A
silica possui uma superficie ligeiramente &cida, que permite a retencdo de compostos
béasicos, enquanto que a superficie basica da alumina é apropriada para a adsor¢do de
compostos de carater acido.

O mecanismo de particdo surgiu para evitar problemas de adsorc¢ao irreversivel
que podem ocorrer na utilizagdo de silica, alumina e outras fases polares na analise de
compostos altamente polares. No mecanismo de particdo usa-se o termo fase normal
para descrever o modo cromatogréfico no qual a fase estaciondria é mais polar que a
fase mével (similar ao que ocorre em adsor¢cdo). De forma anédloga, quando a fase
estaciondria € menos polar que a fase mével, o termo empregado é fase reversa.

A troca idnica é, geralmente, empregada em cromatografia para o isolamento
de analitos de carater acido ou basico presentes em solu¢bes aquosas. Os compostos
basicos sdo usualmente retidos por intermédio de uma fase sdlida, consistindo em um
trocador de cétions, aprisionado a estrutura bésica da silica, enquanto os compostos
acidos sao retidos por trocadores de anions. Desta forma, ocorrerd uma forte atracdo
entre o analito e o trocador de ions de carga oposta. Os principais fatores que
influenciam uma separacdo envolvendo troca ibnica sdo: pH, seletividade do contra-

ion, forca ibnica, solvente e fluxo.
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A exclusdo por tamanho tem sido utilizada para eliminar da amostra compostos
indesejaveis, por intermédio de um mecanismo fisico de separa¢do, similar a uma
filtracdo. A fase estaciondria é formada por um polimero, cujo tamanho dos poros é
bem controlado, de forma a permitir a entrada de moléculas pequenas do analito e
excluir as maiores indesejaveis 8.

Devido ao grande emprego da cromatografia, essa técnica é muito utilizada na
anélise de acucares, principalmente os oligossacarideos.

A cromatografia em papel, por exemplo, foi utilizada para a identificacdo de
aclcares na geléia real. Uma pequena amostra do xarope de geléia real foi colocada
em um papel cromatografico, e os componentes foram separados por particdo,
durante 33 horas pelos solventes: piridina, acetato de etila e agua ™.

J& a cromatografia em camada delgada foi utilizada para a identificacdo de
rafinose, maltose e sacarose em extratos vegetais 2°, e na identificacdo de
oligossacarideos e maltodextrinas em fluidos biolégicos e leite humano 2.

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) empregam-se pequenas
colunas fechadas e reutilizdveis e uma fase mdével que é eluida sob altas pressdes. Ela
tem a capacidade de realizar separagbes e anélises quantitativas de uma grande
quantidade de compostos presentes em vaérios tipos de amostras, em escala de tempo
de poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade 7. No caso das
analises de carboidratos, a coluna amino é a mais utilizada e com ela, a fase mével
acetonitrila: dgua, geralmente na propor¢do 80: 20 (v:v), e o detector de indice de
refracdo 22 23.24. 25 Esse método é vélido para determinacdo de aglicares em sucos de
frutas 26, rafinose 27-28 e grande parte dos monossacarideos, dentre os principais: xilose,

frutose e glicose 2°.
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Polissacarideos como o amido, podem ser separados e identificados por
cromatografia de exclusdao por tamanho. Pode-se separar, por exmplo, a amilose, a
amilopectina (dois componentes do amido) >, assim como a dextrana e o

glicogénio 3°.

O

3. Forga ibnica

A forgca idnica, 1, € uma medida da concentracdo total de ions em solucéo.
Quanto mais carregado for um ion, maior serd sua participacdo no célculo da forca

idnica.
_1 2 2 _1 2
/I—z(clzl+czzz+-°-)—2§_,cizi (3)

Onde ¢ é a concentracdo da i-ésima espécie e z é a sua carga. A soma se aplica
a todos os ions em solucéo.

O NacCl é conhecido como um eletrélito 1:1 porque o cation e o anion possuem
carga igual a 1. Para os eletrdlitos 1:1, a forca ibnica é igual a molaridade
(concentracdo molar). Para qualquer outra estequiometria (como o eletrélito 2:1,
Na,$O,), a forga idnica é maior que a molaridade.

Para se considerar o efeito da forca ibnica nas reacbes quimicas, as

concentragdes sao substituidas por atividades:
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A =[Cly. (4)

Onde A. é a atividade da espécie C, [C] é a concentracdo de C e 7. é o
coeficiente de atividade de C. A atividade da espécie C é a sua concentracdo
multiplicada pelo seu coeficiente de atividade. O coeficiente de atividade mede o
desvio do comportamento ideal. Portanto, a forma correta da constante de equilibrio

é:

_ALAY _[cl [Pl ve 5
AAL [AlalBl v

A equacdo 5 leva em conta o efeito da forca idnica no equilibrio quimico, pois
os coeficientes de atividade dependem da forca idnica 3'. De acordo com a Lei Limite
de Debye-Hiickel, para um eletrélito A.B,, o coeficiente de atividade é determinado

pela carga e pela forca idnica total da solugdo:

mZ2 +nZ?
—logy. = OWW (6)

Na prética, a constante de equilibrio é determinada experimentalmente em

termos de concentragdo:

_[CID)
7 (e g
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Substituindo os valores de concentracdo por K’ na equagdo 5, tem-se:

VeVo

K =K'
AL @

Pode-se distinguir K, dado em termos de atividades (também chamado de
constante de equilibrio termodindmica), e K, dado em termos de concentracdo. Se o
valor da constante de atividade y, se aproximar da unidade, em infinitas diluicdes,
extrapola-se o valor experimental de K’ para diferentes forcas idnicas e obtém-se o
valor de K, o qual atinge seu valor limite em dilui¢des infinitas 2.

Uma estimativa da magnitude do efeito de um sal pode ser obtida pela teoria

de Debye-Hiickel. Sabendo-se que:

pK = -logK (9)

pK'=-logK' (10)
Pode-se reescrever a equacéo 8:

pK'= pK +clogy. +dlogy, —alogy, —blogy, (11)
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4. Oleo de mamona

A mamona (Ricinus communis L.), pertence a familia Euphorbiaceae, que
engloba vasto nimero de tipos de plantas nativas da regido tropical. E uma planta de
héabito arbustivo, com diversas colora¢des de caule, folhas e racemos (cachos),
podendo ou ndo possuir cera no caule e peciolo. Os frutos, em geral, possuem
espinhos e, em alguns casos, sdo inermes. As sementes apresentam-se com diferentes
tamanhos, formatos e grande variabilidade de coloracdo .

O O6leo de mamona, também conhecido como 6leo de ricino e
internacionalmente conhecido como castor oil, pode ser utilizado em rotas de sintese
para uma grande quantidade de produtos, com aplicacdo na area de cosméticos,
lubrificantes, polimeros, além de poder ser um substituto do petréleo na sintese de
varios produtos. Na medicina popular, seu uso acontece a longo tempo. Possui
caracteristicas quimicas atipicas comparadas a maioria dos &leos vegetais, pois além da
presenca do triglicerideo do &cido ricinoleico, que é um é&cido graxo hidroxilado
pouco freqliente nos Oleos vegetais, este estd presente em 89,5% da sua composicao
(Figura 11).

0

/V\/WOH/\/\/\/\/\)K o
HaC % A

]

Figura 11: Estrutura quimica do triglicerideo do 4cido ricinoléico.
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A presenca acentuada de um unico tipo de &cido graxo na composicdo dos

triglicerideos € uma caracteristica marcante do 6leo de mamona 34 3>,

O 6leo de mamona pode ser transesterificado com compostos poliidroxilados

como a glicerina, trimetilolpropano, trietanolamina, dietanolamina, etc. (Figura 12) 3¢.

OH 0

I
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Figura 12: Transesterificacdo do 6leo de mamona com glicéis.
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Dessa forma, o 6leo de mamona pode dar origem a diversos tipos de ésteres,
como:

- Esteres secundarios, resultantes da esterificacdo da hidroxila livre do carbono
12, com &cidos graxos e outros acidos organicos, especialmente o acético;

- Esteres primérios, resultantes da esterificacio de carboxilas terminais na
molécula do &cido ricinoléico com outros alcodis;

- Esteres duplos, por reacdo da hidroxila livre e da carbonila terminal;

- Inter-ésteres, resultantes da esterificagdo da hidroxila livre com carboxilas da
mesma ou de outras moléculas de acido ricinoléico;

- Mono e diglicerideos, resultantes da reacdo parcial do 6leo ou &cidos graxos

do mesmo com polidis, especialmente com glicerol 7.

Em alguns estudos realizados com a mistura de ésteres derivados do 6leo de
mamona, pode-se comprovar sua capacidade antimicrobiana. Em endodontia, foram
testados e comparados quatro agentes antimicrobianos, tais como: hidréxido de célcio
(Ca(OH),), digluconato de clorexidina, paramonoclorofenol canforado e a mistura de
ésteres derivados do 6leo de mamona. Os testes foram realizados em coldnias de
Prevotella migrescens, Fusobacterium nucleatum, Clostridium perfringens e Bacteroides
fragilis. De acordo com os resultados obtidos, a mistura de ésteres foi o segundo
melhor agente antimicrobiano utilizado em menor concentracdo, sendo que o
primeiro foi a clorexidina 8. Estudos semelhantes utilizando tanto o gluconato de
clorexidina e o a mistura de ésteres em gel, mostraram resultados positivos com
relacdo a assepsia do canal radicular, em comparacdo com o uso do hipoclorito de

sédio 1% que é comumente utilizado *.
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A atividade antimicrobiana da mistura de ésteres também foi comprovada nos
organismos anaerdbicos streptococci e S. mutans, em comparacdo com o hipoclorito
de sédio e a papaina em gel. A mistura de ésteres, para esse caso, mostrou-se mais
eficiente, sendo que a papaina em gel ndo mostrou resultados confidveis para os
microorganismos estudados 4% 41,

Com relacdo a estudos realizados com a bactéria Escherichia coli, a mistura de
ésteres foi responsavel pela severa inibicdo no crescimento das culturas sem diluicdo da
sua concentracdo. Porém, quando altamente diluido (1: 1.000.000), a bactéria £. coli
apresentou crescimento, porém com uma diminuicdo significante com relacdo ao
controle #2.

Verificou-se, também, o efeito microbiostatico da mistura de ésteres em culturas
da bactéria Candlida albicans, onde foi observada a diminuicdo do nimero de células,
atingindo 90% de inibicdo de células e brotos vivos 4.

O efeito cicatrizante da mistura de ésteres também ja foi comprovado, uma vez
que o mesmo atua em diversas fases do processo, como por exemplo, aumentando a

permeabilidade da membrana celular, e no processo de mitose 4.
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Este trabalho teve como objetivos:

Estudar a decomposicao da sacarose em meio neutro utilizando uma mistura de
ésteres derivados do 6leo de mamona, a fim de quantificar os produtos oriundos da
hidrdlise, ou seja, glicose e frutose, e verificar também, a etapa intermediéria dessa
reacdo de hidrdlise, que consiste na formag¢do de um complexo aquoso, cuja formagao
é considerada a etapa lenta da hidrdlise;

Estudar a decomposicdo da sacarose em meio neutro, porém com a alteracdo
da forga idnica do meio, utilizando NaCl como eletrdlito, podendo, dessa maneira,
calcular as constantes de equilibrio da reacdo de hidrdlise e a energia livre de Gibbs,
com a finalidade de observar se a reacdo é espontanea para a formacdao dos produtos;

Verificar, se ocorre, a decomposicdo da celulose utilizando-se a mistura de
ésteres, e a formacdo de aglcares redutores, provenientes dessa reacao de hidroélise. A
partir desse estudo, pode-se observar também, a cinética de decomposicdo do

polissacarideo em questdo, calculando-se o tempo de meia-vida e a lei de velocidade.
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experimental
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1. Preparo das solugbes

1.1. Dilui¢bes da mistura de ésteres derivados do éleo de mamona

Todas as diluicdes da mistura de ésteres foram realizadas a partir de uma
solucdo concentrada. As concentra¢cdes obtidas apds as diluicdes e utilizadas nas
hidrdlises dos oligossacarideos foram: 1%, 0,2% e 0,1% (v/v). Nesse trabalho,
entretanto, foram apresentados os resultados obtidos com a mistura de ésteres na

diluicdo 0,1% (v/v).

1.2. Solugdes de sacarose para as anélises cromatogréficas

Inicialmente, foram preparadas solu¢des de sacarose (Synth) com concentracdo
igual a 10 g/L. Em seguida, o éster diluido foi adicionado a essas solu¢bes para a
realizacdo dos testes qualitativos e as anélises cromatograficas 7.

No entanto, esse procedimento, apesar de valido, tem carater qualitativo, e
com o objetivo de quantificar os produtos da hidrélise dos oligossacarideos, foram
necessarias algumas alteracdes.

Preparou-se, portanto, uma solucdo de sacarose de concentracdo igual a 0,1

mol L', a qual foi denominada “solu¢do padrd@o”. Em seguida, foi preparada outra



Procedimento experimental 40

solucdo de sacarose 0,1 mol L', porém utilizando-se o éster diluido na propor¢ao
0,1%, com a finalidade de se observar a decomposicdo da sacarose em glicose e
frutose e comparar a quantidade de sacarose hidrolisada com a solu¢do padrao.

As soluc¢des de sacarose 0,1 mol L' foram utilizadas para andlise cromatogréfica
em coluna amino (NH,) e detector de indice de refracdo. Para as andlises utilizando-se
a coluna Cyg e detector de UV, a concentracdo das solu¢des de sacarose foi de 103 mol

L', devido ao fato desse tltimo detector possuir maior sensibilidade.

1.3. Solu¢des de celulose para as anélises espectrofotométricas

O preparo das solu¢cdes para andlise espectrofotométrica foi o mesmo das
solucbes preparadas para a andlise cromatogréfica, porém utilizando-se uma
concentracdo igual a 0,2 g/L. Foi utilizado o padrao de celulose (Sigmacell type 100).
As mesmas solucdes foram utilizadas para a realizacdo do estudo da cinética de

decomposicdo da celulose.

1.4. Solugbes de sacarose e cloreto de sédio (NaCl) para as anélises

espectrofotométricas



Procedimento experimental 41

Foram preparadas sete solu¢cdes de sacarose (Synth) e NaCl (J. T. Baker)
utilizando a mistura de ésteres 0,1%. A concentracdo de sacarose manteve-se fixa para
todas as solugdes, correspondendo a um valor de 10> mol L. J&, a concentracdo de
NaCl foi variada para cada solu¢do. Como o NaCl é um eletrdlito 1:1, sua
concentracdo, em mol L', equivale ao valor da forca idnica. A Tabela 1 mostra os

valores das forcas iOnicas para cada solu¢do de sacarose (numeradas de 1 a 7).

Tabela 1 - Valores de for¢a id6nica (mol L) para cada solu¢do de sacarose.

Solugdo de sacarose 10 | Forga idnica (4) do NaCl
(mol L) (mol L)

1 0

2 1,0 x 10
3 5,0 x 10
4 1,0 x 103
5 2,0x 103
6 5,0 x 103
7 1,0 x 102

1.5. Reagente DNS

Em 1L de &gua destilada, adicionou-se 10,6 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico
(Vetec), 19,8 g de hidréxido de sédio (Nuclear) e 306 g de tartarato de sédio e

potéssio (Reagen). Apds a dissolucdo dos reagentes citados, adicionou-se 7,6 mL de
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fenol (Vetec) e 8,3 g de metabissulfito de sédio (Merck). Para a utilizagdo do fenol, o

mesmo foi aquecido a 50° C.

2. Anélise cromatogréfica

2.1. Quantificagdo dos produtos de hidrdlise da sacarose

O procedimento descrito a seguir foi realizado a fim de se obter os produtos
oriundos da decomposicdo da sacarose, ou seja, glicose e frutose. Utilizou-se o
cromatégrafo  Waters (510 HPLC pump, 717 Autosampler, 410 Differential
Refractometer). Como fase estaciondria, foi utilizada a coluna amino (Techsphere NH,
25 mm x 4,6 mm x 5 um) e como fase mével uma mistura de acetonitrila
(Mallinckodt): dgua 85:15 (v/v). O fluxo foi de TmL/min 4> 46 47, O volume injetado
foi de 10 uL, e o tempo total de cada andlise foi de 30 minutos. A temperatura do
forno foi ajustada em 30 °C e a pressdao do sistema manteve-se constante em 750 psi.

Primeiramente foi injetada uma solucdo aquosa de sacarose 0,8 mol L' e a
mesma foi diluida em mais cinco solu¢des de concentracdo 0,5 mol L', 0,3 mol L, 0,1
mol L1, 0,05 mol L' e 0,02 mol L', respectivamente. Dessa maneira, obteve-se a curva

analitica da sacarose.
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Em seguida, injetou-se a solu¢cdo de sacarose 0,1 mol L' preparada em éster
0,1%. Esta foi injetada imediatamente apds o seu preparo e, assim, pode-se
determinar o tempo inicial (tp) da reacdo da sacarose com o éster 0,1%.

Essa mesma soluc¢do foi analisada durante um periodo de 15 dias para observar

o tempo de decomposicdo da sacarose e a respectiva producdo de glicose e frutose.

2.2. Verificacao da etapa intermediéria da rea¢do de hidrélise

O procedimento descrito a seguir foi realizado com a finalidade de se observar
a presenca da etapa intermedidria da reacdo de decomposicdo da sacarose, uma vez
que esse intermediario ndo pode ser detectavel utilizando-se o detector de indice de
refracdo na andlise cromatogréfica 7.

Utilizou-se o cromatdgrafo Shimadzu (Detector SPD-10 A, SCL-10 A, Bomba LC-
64 D). Como fase estaciondria, fez-se uso da coluna C;g (Supelcosil LC-18 15 cm x 4,6
mm x 5 um) e como fase mdével uma mistura de &gua: acetonitrila (Mallinckrodt)
80:20 (v/v) previamente desaerada 4 4. O fluxo foi de 0,5mL/min. O volume
injetado foi de 20 uL e o tempo total de cada anélise foi de 10 minutos. O estudo foi
realizado no comprimento de onda igual a 274 nm.

Primeiramente, foi injetada &gua destilada para verificar seu tempo de retencdo
nas condi¢des acima citadas. Logo em seguida, injetou-se a solucdo de éster diluido

0,1% também com a finalidade de se observar seu tempo de retencao.
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Posteriormente, injetou-se uma solucdo de sacarose, glicose (Synth) e frutose
(Synth), todas de concentracdo igual a 103 mol L.

Finalmente, injetou-se uma solu¢do de sacarose preparada em éster 0,1%. Esta
foi injetada imediatamente apds o seu preparo e, assim, determinou-se o tempo inicial
(to) da reacdo. Essa mesma solucdo foi analisada num periodo de 30 dias para se

observar a formacdo do intermediario da reacdo de hidrdlise.

3. Andlise espectrofotométrica

3.1. Hidrélise da celulose

Para a andlise da decomposicdo da celulose, utilizou-se o método de
determinacd@o de aglcares redutores com o uso do reagente de DNS 2.

Primeiramente, preparou-se, em triplicata, solu¢des de glicose (Synth) de
concentracgdes iguais a 0,08, 0,10, 0,20, 0,30, 0,40 e 0,50 g L' respectivamente. Para
1,0 mL de cada soluc¢d@o, adicionou-se 1 mL do reagente de DNS num tubo de ensaio.
As solucdes de glicose + DNS de cor amarela foram aquecidas em agua fervente por
exatos 5 minutos e logo ap6s resfriadas. Adicionou-se 10 mL de agua destilada em
cada tubo e essa solu¢do resultante, que passou a ter coloracdo marrom, foi analisada

espectrofotometricamente num equipamento Shimadzu Multispec - 1501 abrangendo



Procedimento experimental 45

uma faixa de 470 a 700 nm. A banda de absorcdo correspondente a glicose situou-se
préoximo a 520 nm.

Apds a anélise das seis solucdes de glicose, obteve-se a curva analitica das
concentracdes de glicose com relacdo ao valor da absorbancia.

Posteriormente, o mesmo procedimento foi utilizado para a anélise de uma
solucdo de celulose em éster 0,1%, também preparada em triplicata, e de
concentracdo igual a 0,2 g/L. Essa solu¢do foi analisada num periodo de 30 dias com a
finalidade de se observar a presenca de glicose, oriunda da hidrélise da celulose, e

também, para observar o comportamento da cinética de decomposicao da celulose.

3.2. Hidrdlise das solugbes de sacarose com NaCl

Para a andlise das sete solu¢bes de sacarose com NaCl, também foi utilizado o
método de determinacdo de aglcares redutores utilizando o reagente de DNS 2.

Para 1 mL de cada solucdo de sacarose 10° mol L' com a respectiva
concentracdo de NaCl, foi adicionado 1T mL do reagente de DNS em um tubo de
ensaio. As solucbes de sacarose - NaCl + DNS de cor amarela foram aquecidas em
adgua fervente por exatos 5 minutos e logo apds resfriadas. Adicionou-se 10 mL de
agua destilada em cada tubo e essas solu¢des resultantes, que passaram a ter coloracdo
laranja, foram analisadas espectrofotometricamente no mesmo equipamento

Shimadzu Multispec - 1501 abrangendo uma faixa de 470 a 700 nm. Todas as solu¢des
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foram analisadas num periodo de 60 dias, para observar a presenca de aguUcares
redutores, nesse caso, glicose e frutose.

Esse experimento foi realizado com a finalidade de se obter uma quantidade
maior de glicose e frutose a partir da decomposicdo da sacarose, e para isso, foi
necessaria a alteracdo da forca idnica do meio reacional. Foi utilizado o NaCl por ser

um eletrdlito 1:1, e com isso, facilitando os célculos e por ser de baixo custo.
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1. Anélise Cromatogréfica

1.1. Quantificagdo dos produtos de hidrélise as sacarose

A curva analitica mostrada abaixo (Figura 13) foi obtida preparando-se cinco
solugbes a partir de uma solugdo estoque de sacarose de concentracdo 0,8 mol L. A
curva é dada pela concentracdo de sacarose (mol L') pela &rea do pico
correspondente a sacarose (cm?). O valor da éarea varia conforme o aumento da

concentracdo de sacarose (0,02 a 0,8 mol L).
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- 0,99916 634009,64176 6 <0.0001
0 L L 1 L 1 L 1
0,0 0,2 04 0,6 0,8

[sac] (mol L™)

Figura 13: Gréfico da curva analitica da sacarose.
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O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) sdo mostrados

abaixo:
3,3xDP
LD - =
B (12)
10xDP
LQ = B (13)

Onde DP = desvio padrao e B = coeficiente angular da reta Y = A + BX.

No caso da curva analitica da Figura 13, LD e LQ sdo iguais a 0,0465 mol L' e
0,1471 mol L7, respectivamente, uma vez que o valor de A foi de -1,00696 x 10 >, o
valor de B foi de 4,503 x 107 e o desvio padrdo apresentou valor igual a 6,3401 x 104
com R = 0,99916.

Ao se injetar uma solucdo de sacarose preparada com a mistura de ésteres de
concentracdo igual a 0,1 mol L', notou-se uma pequena diminuicdo do valor do
potencial (mV), com relacdo ao valor obtido correspondente a solucdo padrao de

sacarose de igual concentracao (Figura 14).
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Figura 14: Cromatogramas com os valores correspondentes a concentracdo de sacarose: a) 0,1 mol L' e
b) 0,085 mol L.

O valor do potencial antes de sacarose ser hidrolisada era de 73,18 mV. Logo
no inicio da reacdo da sacarose com a mistura de ésteres, o valor obtido foi de 62,25
mV. Houve uma diminuicdo de 14,93% do wvalor. lIsso, conseqlientemente,
corresponde a uma diminuicdo da concentracdo de sacarose, logo apds a mesma ter
sido preparada com a mistura de ésteres. Desse modo, pode-se afirmar que a
concentracdo inicial de sacarose na mistura de ésteres, que era igual a 0,1 mol L, passa
a ter um valor igual a 0,085 mol L.

Mesmo com a diminuicdo da concentracdo de sacarose, ndo se pode notar no
primeiro dia de reacdo, a formacao de glicose e frutose. Isso, portanto, mostra indicios
de que a reacdo de hidrdlise da sacarose em meio neutro apresenta uma etapa
intermediéria antes da formacdo dos produtos, semelhante a hidrdlise em meio

acido®.
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A mesma solucdo de sacarose com a mistura de ésteres foi analisada num
periodo de 15 dias, e somente apds o oitavo dia de reacdo, observou-se os picos

correspondentes a frutose, e glicose, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15: Cromatograma correspondente ao oitavo dia de rea¢do da sacarose com a mistura de ésteres.

Sabendo-se que o valor de sacarose, antes da formacdo de glicose e frutose era
de 0,085 mol L', o valor obtido para sua concentracdo apds a formacdo dos
monossacarideos foi igual a 0,078 mol L. Isso corresponde a uma diminuicdo da
concentracdo de 8,24%, com relacdo a concentracdo antes da formacdo de glicose e
frutose. Os valores encontrados para as concentracbes de glicose e frutose, foram
ambas iguais a 0,012 mol L' no oitavo dia de reacdo. Isso estd de acordo com a

estequiometria da reacdo, onde 1 mol de sacarose, produz 1 mol de glicose e 1 mol de

frutose 2.
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Durante os dias que se procedeu a reacdo, houve aumento da concentracdo de

glicose e frutose (Figura 16) e o valor encontrado da concentracdo foi de 0,019 mol L'

e 0,017 mol L7, respectivamente.

100

70
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Figura 16: Gréfico correspondente ao décimo terceiro dia de reagdo da sacarose com a mistura de
ésteres.

Com esses resultados, observa-se que a reacdo de hidrélise se faz sem a quebra
dos anéis glicosidicos da sacarose, pois ocorre a formacdo dos seus respectivos

monossacarideos, frutose e glicose.

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos de acordo com o tempo de hidrdlise,

resumindo o que foi descrito anteriormente.
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Tabela 2 - Concentragdo (mol L) dos aglcares com relacdo ao tempo de hidrdlise (dias)

Concentra¢ao (mol L )

Tempo (dias) Sacarose Glicose Frutose
1 0,085 0 0
8 0,078 0,012 0,012
13 0,074 0,019 0,017

1.2. Verificacdo da etapa intermediéria da reacdo

Para comprovar que a reacdo da hidrélise da sacarose em meio neutro possui
um intermedidrio, verificou-se primeiramente o tempo de retencdo da mistura de
ésteres 0,1%, e dos padrdes de sacarose, glicose e frutose. O grafico correspondente a

esses tempos de retencdo, sdo mostrados na Figura 17.
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Figura 17: Tempos de reten¢do correspondentes a: éster 0,1%, glicose, frutose e sacarose.
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A partir do comportamento de cada padrao visto na Figura 17, pode observar
as diferencas ocorridas quando se analisa uma solu¢do de sacarose preparada com a
mistura de ésteres. Logo apds o preparo da solucdo, a mesma foi injetada e

comparada com a solug¢ao de éster 0,1% (Figura 18).
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L éster 1:1000
goo |- sacarose e éster (t))
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-400 |
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Tempo de retencdo (min)

Figura 18: Comparacdo entre a solucdo de éster 0,1% e a solucdo de sacarose preparada com éster
0,1%.

Nota-se no inicio da reacdo de hidrdlise (tempo t;) que ocorre um aumento
nos picos correspondentes aos picos de éster 0,1%, entre 1,5 e 2,5 minutos. Como
visto anteriormente, ndo se observa a formacdo de glicose e frutose. Pode-se dizer que
esse aumento se deve a formacdo de um complexo aquoso, formado pela sacarose e
pela mistura de ésteres ligada a ligacdo glicosidica. Esse tempo de retencdo
permaneceu 0 mesmo até o oitavo dia de reacdo, o mesmo tempo Vvisto
anteriormente para o inicio da formacado de glicose e frutose. A partir do nono dia de

reacdo, o tempo de retencdo da solucdo de sacarose preparada com a mistura de
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ésteres, difere-se tanto do tempo de retencdo do éster 0,1% quanto do tempo de

retencdo do primeiro dia de reacdo (Figura 19).
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Figura 19: Comparacdo entre os tempos de retencdo das solu¢cdes de éster 0,1%, sacarose e éster (to) e
sacarose e éster (to).

O gréfico correspondente ao nono dia de reacdo comprova que houve a
formacdo de glicose. E possivel observar essa afirmacdo, comparando-se o gréfico do

padrdo de glicose, com o gréafico do nono dia de reacdo (Figura 20).
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Figura 20: Comparacdo entre o padrdo de glicose e a solucdo de sacarose com éster 0,1% no nono dia

de reacéo.

Esse experimento, assim como seus resultados, apesar de terem um carater

qualitativo, soa de grande importéncia, pois se verifica a forma¢cdo de um complexo,

antes da formacdo de glicose e frutose. A formacdo da frutose, ndo foi observada

durante a reac@o de hidrélise, porém houve a forma¢do da mesma como mostrado no

item 1.1.. Consequentemente, pode-se afirmar que nd@o h& a quebra do anel

glicosidico, mas somente da ligacdo glicosidica.

2. Andlise espectrofotométrica

2.1. Hidrélise da celulose



Resultados e Discussdo 57

A Figura 21 mostra a curva analitica da sacarose, que mostra a concentracdo de
glicose (g L') com relagdo a absorbancia. O grafico mostra que quanto mais
concentrada a solu¢do, que por sua vez reagiu com a solu¢do de DNS, maior o valor

da absorbéancia. Os valores de concentracdo variam de 0,08 a 0,5 g L.
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Figura 21: Gréfico da curva analitica da glicose.

De acordo com as equacgdes 12 e 13, obteve-se os valores de LD e LQ, iguais a
2,94 g L7 e 8,91 g L, respectivamente, uma vez que o valor de A foi igual a - 0,11058
e o valor de B foi igual a 1,72274. O desvio padrdo (DP) apresentou valor de 1,53369
e R igual a 0,99972.

A solucdo de celulose, de concentracdo 0,2 g L' foi analisada durante um
periodo de 30 dias. Logo no inicio da reacdo, ou seja, apds o seu preparo, a solucao
foi analisada espectrofotometricamente, e como ocorreu com a hidrdlise da sacarose,

ndo se observou a formacdo de glicose (Figura 22). Portanto, a hidrélise da celulose
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em meio neutro, também gera um complexo intermediério, semelhante a sua reacdo

em meio acido.
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Figura 22: Espectro eletrénico correspondente a reacdo de hidrdlise da celulose com a mistura de
ésteres 0,1% (primeiro dia de reacdo).

A solucdo sé foi apresentar mudancas, tanto na cor ao reagir com o reagente
de DNS quanto no valor da absorbancia, a partir do oitavo dia de reacdo. A solucéo,
que na auséncia de aclcares redutores, possui coloracdo amarela, passou a ter

coloracdo laranja. O valor da absorbancia aumentou, com relacdo ao valor obtido no

primeiro dia de reacdo (Figura 23).
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Figura 23: Espectros correspondentes ao primeiro (to) e ao oitavo dia (tg) de reagdo da celulose com a
mistura de ésteres 0,1%.

O valor da absorbancia, em 520 nm que no inicio da reacdo era de 0,043,
passou para 0,048 no oitavo dia de reacdo. Mesmo essa mudangca sendo muito
pequena, os graficos mostram indicios de que a celulose estd sendo hidrolisada pela
mistura de ésteres em aclcares redutores. Utilizando a técnica espectrofotométrica,
ndo se sabe se o aclcar redutor formado é a glicose, ou se a celulose estd sendo
decomposta em celobiose, que é um dissacarideo formado por duas moléculas de
glicose unidas por uma ligacdo p-1,4 2 3.8,

Um aumento maior do valor da absorbédncia se d& no nono dia de reacdo

(Figura 24). Esse valor corresponde a 0,070 e equivale a um valor de 0,11 g L' de

aclcares redutores formados.
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Figura 24: Comparagdo dos valores de absorbancia do primeiro (to), oitavo (ts) e nono dia (ts) da
reacdo da celulose com a mistura de ésteres 0,1%

No décimo segundo dia da reacdo, a absorbancia apresentou o seu valor
maximo e assim permaneceu até o trigésimo dia (Figura 25). Esse valor foi igual a

0,134 correspondendo, portanto a um valor de 0,14 g L' de aglcares redutores.
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Figura 25: Trigésimo dia de reacdo da celulose (t3o) com a mistura de ésteres em relacdo ao primeiro
(to), oitavo (tg) e nono (ty) dias.
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Pode-se dizer que, partindo de uma solucdo de 0,2 g L' de celulose, chegou-se
a formacédo de 0,14 g L' de aglcares redutores (celobiose e/ou glicose), ou seja, 63%
da celulose foi hidrolisada em 30 dias.

A Figura 26 destaca as mudancas nas colora¢des de diferentes solu¢cdes apds a
reacdo com o reagente DNS. Nota-se que, na presenca de aglcares redutores, as
solu¢bes apresentam coloracdo mais escura. As solu¢des foram numeradas de 1 a 4,
indicando respectivamente: 1) Agua destilada; 2) Celulose (0,2 g L) e éster 0,1% (to);

3) Celulose (0,2 g L) e éster 0,1% (ts0); 4) Padrao de glicose.

Figura 26: Mudanca de coloracdo de diferentes solucdes com o reagente de DNS: 1) dgua destilada; 2)
celulose e éster 0,1% (to); 3) celulose e éster 0,1% (ts0) e 4) solu¢do padrao de glicose.
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2.1.1. Estudo cinético da decomposi¢do da celulose

Para o estudo cinético, construiu-se a Tabela 3 relacionando a concentra¢do de

celulose em solugdo (g L) e o respectivo tempo de decomposicdo (dias). Esses valores

foram calculados com base na curva da Figura 27.

Tabela 3 — Concentra¢do de celulose em solu¢do e o tempo de decomposicao.

Concentracao de

celulose (g L)

Tempo (dias)

0,158
0,152
0,13

0,066

30

Supondo a hidrélise da celulose como sendo uma reacdo de segunda ordem,

uma vez que as anélises espectrofotométricas indicam a presenca de um intermediério

na reacdo, também chamado de complexo aquoso, construiu-se um grafico de

1/[celulose] versus t (tempo) e fez-se uma irterpolacdo linear (Figura 27) *°.
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Figura 27: Gréfico dos valores de 1/[celulose] versus tempo, para a verificacdo de uma rea¢do de
segunda ordem.

Como ndo se sabe como a concentracdo da mistura de ésteres estd relacionada
com a concentracdo de celulose, fez-se o grafico acima somente levando em
consideracdo a concentracdo de celulose em g L. Logo, assume-se que a expressdo da

lei de velocidade para essa reacdo é:

V= k[cel l.l|0$€]2 (14)

Onde v é a velocidade da reacdo, nesse caso dada em g L' dia”, k é a constante
de velocidade e [celulose] é a concentracdo da celulose em g L.

Na interpolacd@o linear, onde a equacdo da reta é dada por Y = A + BX, B é o
coeficiente angular da reta, e no caso do estudo cinético, assume o valor de k, o qual

corresponde a um valor de 0,327 g L' dia'. Tendo o valor de k, e a concentracdo
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inicial de celulose, pode-se obter a o tempo de meia-vida (t;,) da reacdo de hidrdlise.

Assumindo a lei de velocidade dada pela equacéo 2.1., o valor de t;, € dado por:

1

e = k[celulose], (13)

Uma vez que a concentracdo inicial de celulose é de 0,2 g L, o valor de t;, é
igual a 15,29 dias. Como a celulose se decompde por uma reacdo de segunda ordem,
a mesma pode ainda existir durante longos periodos em concentra¢des muito baixas,

pois o valor da meia-vida aumenta a medida que a celulose fica mais diluida.

2.2. Hidrdlise das solu¢bes de sacarose com NaCl

O gréfico da Figura 28 mostra os valores de absorbancia em 485 nm, que
correspondem as solu¢des de sacarose e NaCl hidrolisadas pela mistura de ésteres
0,1%. As bandas observadas indicam a presenca de aclcares redutores, nesse caso,

glicose e frutose, para diferentes valores de for¢a idnica.
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Figura 28: Gréfico correspondente aos valores de absorbéncia em 485 nm, indicando a formagéo de
glicose e frutose a partir de diferentes solu¢des de sacarose e NaCl.

Tomando-se os valores de absorbancia da Figura 28 e comparando com os

valores de concentracdo de glicose (g L), apresentados na curva analitica da Figura 21,

sabe-se a quantidade de acgucares redutores (g L') que foram formados a partir da

reacdo de sacarose e NaCl com a mistura de ésteres. Sabendo-se que um mol de

glicose e um mol de frutose possuem peso molecular de 180,16 g 7, a Tabela 4 mostra

os valores de concentracdo de glicose e frutose, em g L, e seus respectivos valores em

mol L.
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Tabela 4 - Concentracdo de glicose e frutose em g L' e em mol L'

Concentracao de glicose e frutose | Concentra¢do de glicose e frutose

(gL (mol L)

0,120 6,66 x 104
0,175 9,71 x 10
0,180 9,99 x 104
0,128 7,10 x 10
0,058 3,22 x 104
0,054 3,0 x 10
0,056 3,11 x 10

A Figura 29, portanto, mostra as forcas idnicas das sete solu¢des de sacarose
com NaCl e as respectivas concentracdes de glicose e frutose (mol L), obtidas da

hidrélise de cada solugéao.
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Figura 29: Gréfico correspondente as concentracdes de glicose e frutose (mol L) pelos respectivos
valores de for¢a idnica (u).
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Observa-se na Figura 29 que numa for¢a idnica correspondente a zero, ou seja,
na solucdo de sacarose e éster 0,1%, de concentracdo 103 mol L' onde nédo foi
adicionado o NaCl, a concentracdo de aclcares redutores formados, foi de 6,66 x 104
mol L. Quando se adiciona NaCl a uma solu¢do de mesma concentracdo, nota-se que
o valor obtido de aclcares redutores aumenta, até chegar a um valor maximo, que
corresponde a uma forg¢a idnica igual a 5,0 x 10 mol L. Nesse ponto, a concentracdo
de aclcares redutores formados foi igual a 9,99 x 10* mol L. Isso indica que,
partindo-se de uma solu¢do 103 mol L' de sacarose, essa foi 99% hidrolisada. Devido
ao longo tempo de hidrdlise (dois meses), conclui-se que ainda ha a formag¢do de um
complexo aquoso antes mesmo da decomposicdo da sacarose, porém esse complexo é
mais facilmente desfeito no valor de for¢a idnica descrito.

No entanto, a medida que uma quantidade maior de NaCl é adicionada (forga
idnica maior), uma menor quantidade de glicose e frutose é formada. Pode-se supor
que quantidades acima de 5,0 x 10* mol de NaCl impedem a mistura de ésteres de
realizar a decomposicdo da sacarose. Com isso, duas hipdteses podem ser levantadas:
a primeira, de que determinada quantidade de sal impede a formacdo do complexo
aquoso, e a segunda, de que hd a formacdo de um complexo aquoso, porém, apds

esta etapa, ndo hé a formacao de aglcares redutores.
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2.2.1. Célculo da constante de equilibrio das rea¢cdes de hidrdlise da sacarose e NaCl

A partir dos valores de concentracdo de glicose e frutose (mol L), é possivel
calcular as constantes de equilibrio (K’), pela equa¢do 7. Esses valores sdao mostrados
no gréafico abaixo (Figura 30), que mostra as concentra¢des de aclcares redutores (mol
L) e as constantes de equilibrio K’, em fun¢do da for¢a idnica. Esse grafico equivale ao

gréfico apresentando anteriormente na Figura 29, porém, adicionando-se os valores

b
de K.
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Figura 30: Gréfico correspondente as concentracdes de aglicares redutores (mol L) e constantes
de equilibrio K* em funcdo dos valores de for¢a iénica (u).

Tendo-se os valores de K’, obtém-se os valores de K, que sao as constantes de
equilibrio termodinamicas, que levam em consideracdo os coeficientes de atividade
dos ions Nat e Cl- em solu¢do. Em dilui¢des infinitas, onde a forca i6nica é igual a
zero, o valor do coeficiente de atividade (y) é igual a 1, como mostra a equacdo 6.

Consequentemente, o valor da constante de equilibrio K (calculado
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experimentalmente) é igual ao valor da constante de equilibrio termodindmica K
(equacao 8).
Os valores de K, calculados utilizando-se a equagdo 11, sdo mostrados na Tabela

5, comparados com os valores experimentais de K.

Tabela 5 — Valores de constantes de equilibrio experimentais (K’) e os respectivos valores de constantes
de equilibrio termodinamicas (K).

K’ (mol L) K (mol L")
6,66 x 10! 6,60 x 10
9,71 x 10 9,48 x 10
9,99 x 10 9,50 x 10
7,10 x 107 6,59 x 10
3,22 x 107 2,91 x 10
3,0 x 107 2,55 x 101
3,11 x 1071 2,47 x 107

funcdo da forga i6nica (Figura 31).

A seguir, é apresentado um gréfico das constantes de equilibrio, K’ e K, em



Resultados e Discussdo

70

11

1,0

0,2

Constante de equilibrio (10" mol L-1)

0,0

0,9 I
0,8 I
0,7 I
0,6 I
0,5 I
0,4 I

0,3

0,1

—m— K' (experimental)
—e— K (termodinamico)

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010
Forga idnica (u)

Figura 31: Valores das constantes de equilibrio, K* e K, com relagdo aos valores de forca idnica (u).

Para avaliar a espontaneidade da reacdo, utilizou-se a funcdo denominada

energia livre, a qual inclui tanto a energia, quanto a entropia do sistema. Para que a

reacdo ocorra, a energia livre do sistema deve diminuir. Para rea¢bes quimicas a

temperatura e pressdo constantes, a funcdo energia livre que atinge um minimo no

equilibrio é denominada energia livre de Gibbs > *2. No caso de um equilibrio, onde

todas as espécies estdo em solucdo, pode-se escrever:

AZA
AZAD (16)

AG=-RTIn

Substituindo-se os valores de atividade por K, tem-se:

AG =-RTInK (17)
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Com essas informacdes, e com os valores das constantes de equilibrio calculadas
anteriormente, pode-se obter os valores das energias livre de Gibbs para a reacdo de
hidrélise da sacarose em meio neutro, admitindo R (constante dos gases) como 8,3144
J mol'K', e T como 298 K (25°C).

A Tabela 6 relaciona os valores das constantes de equilibrio termodinédmicas e

os valores calculados das energias livres.

Tabela 6 — Valores das constantes de equilibrio (K) e energias livres (AG).

Constante de equilibrio (K) (mol L") | Energia livre de Gibbs (AG) (J)

6,60 x 10 1.029,51
9,48 x 10" 132,31

9,50 x 10 127,09

6,60 x 10 1.029,51
2,91 x 101 3.058,54
2,55 x 10 3.385,74
2,47 x 101 3.464,72

Os valores em destaque na Tabela 6 indicam o ponto em que a constante de
equilibrio apresentou seu valor mais alto, e conseqliientemente, o valor da energia
livre foi o mais baixo. Como visto anteriormente, esse valor de K se d& quando a
forca ibnica da solucdo de sacarose e NaCl em éster 0,1% foi de 5,0x 104 mol L.

Sabe-se que a presenga de aglcares redutores nessa solucdo estd em maior quantidade,
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ou seja, a reacdo é mais favoravel no sentido da formag¢do dos produtos. Portanto, o
valor da energia livre é menor.

No presente estudo, nota-se que os valores de AG sdo sempre positivos, e
entdo, os valores de K sdo sempre menores que 1. Isso significa que em todos os casos,

ainda ha certa quantidade de reagentes no equilibrio 2.
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Conclui-se, a partir deste trabalho, que os produtos de hidrdlise da sacarose
foram quantificados, respeitando-se a estequiometria da reacdo quimica, onde 1 mol
de sacarose produz 1 mol de glicose e 1 mol de frutose. O mecanismo da reacdo
mostrou-se de acordo com a literatura 6, pois ocorre a formacdo de um complexo que
define a velocidade da reacdo de hidrélise, sendo portanto, uma reacdo de segunda
ordem, pois h& a formac¢d@o de um intermediério.

A estabilidade do complexo aquoso se d& em oito dias de reacdo, apds esse
periodo, ocorre a formacdo dos produtos finais. Esse tempo é independente do
tamanho do aglcar e do tipo da ligacdo glicosidica, pois a sacarose é um dissacarideo
de ligacdo 0-1,2 e a celulose é um polissacarideo de ligacao -1,4.

Com relacdo a cinética de decomposicao da celulose, além da verificacdo da
ordem da reacdo, pode-se calcular o tempo de meia-vida, e conclui-se que metade da
concentracdo da celulose foi hidrolisada em 15,29 dias. Ndao se sabe em qual
propor¢do a mistura de ésteres reage com a celulose, uma vez que, conhecendo-se
essa interacdo, tanto a lei de velocidade, como o tempo de meia-vida podem ser
diferentes do que os valores calculados. Esse trabalho, portanto, faz uma hipdtese com
relacdo ao estudo cinético.

Na anélise das solu¢des de sacarose com NaCl, pode-se comprovar que a forga
ibnica do meio reacional interfere na formacdo de glicose e frutose. Porém, ainda
houve a formacdo de um complexo aquoso antes da formagao dos acglicares redutores,
uma vez que a reacdo de hidrdlise, mesmo com a adi¢do de sal, ndo foi instanténea.
Se uma grande quantidade de NaCl for adicionada, entretanto, esta vai interferir na
decomposicdo da sacarose, pois a formacdo de glicose e frutose tende a diminuir.

Nesse caso, também se trabalha com hipéteses de que ndo had formacdo de um
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complexo aquoso, devido as interacdes entre o sal e o éster, ou entdo, existe a
formacdo de um intermedidrio, porém o mesmo ndo se desfaz e ndo ocorre a
formacado de aglcares redutores.

Como sugestdes para trabalhos futuros, pode-se realizar o estudo de hidrélise
em meio neutro utilizando-se outros aglcares, como por exemplo, a N-acetil-
glicosamina e o &cido N-acetil muramico, ambos os aglcares constituintes da parede
celular de bactérias Gram-negativas.

Um polissacarideo, também de grande interesse, é a dextrana, responsavel pelo
entupimento de dutos na industria sucroalcooleira, reduzindo a porcentagem do
etanol produzido. Como sugestdo, pode-se realizar o estudo da decomposicdo da
dextrana utilizando-se a mistura de ésteres derivados do 6leo de mamona, e observar
se ocorre a hidrdlise.

A rafinose, um trissacarideo presente em diversos alimentos, como feijao, soja e
leguminosas em geral, apresenta os monossacarideos galactose, glicose e frutose. A
galactose e a glicose estdo unidas por uma ligacdo o-1,6. O acido cloridrico presente
no estdbmago nado é capaz de hidrolisar essa ligacdo, uma vez que ela é decomposta
apenas por bactérias presentes no intestino, causando mal estar e desconforto
abdominal 22 33, Como sugestdao de trabalho futuro, pode-se realizar o estudo da
rafinose utilizando a mistura de ésteres e comprovar se a ligacdo o-1,6 pode ser
desfeita.

Outros estudos podem ser realizados, reagindo a celulose nativa diretamente
com a mistura de ésteres e observar se hd a mudancas na textura e na massa das
amostras. Além da celulose, pode-se realizar o estudo com o amido, importante

polissacarideo de reserva energética.
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Pode-se também, realizar o estudo de hidrélise de carboidratos em meio
neutro, utilizando-se diretamente, alimentos ricos em aclcares, como as frutas e
observar mudancas significativas, tanto no gosto quanto no amadurecimento das

mesmas.
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