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O objetivo deste trabalho foi verificar a aplicabilidade de modelos

polieletroliticos para polissacarideos em solugao e testar os métodos de analise

dos dados experimentais, obtidos por titulagdo condutimétrica com dois tipos de
polissacarideos: acido poligalacturénico(PGA), que contém somente grupos
ionizaveis fracos, e condroitin sulfato(CHS-H), que contém grupos ionizaveis
fortes e fracos alternados.

Os métodos de analises utilizados foram: a) método de Vink / Kolhrausch,
b) método de Eisenberg e c) modelo de Manning, (através da condensagéo de
contra-ions).

Os valores da densidade linear de cargas (£) obtidos para estes
polieletrélitos (Epga = 1.54 € Ecusa = 1.42 ) estdo de acordo com o dados
cristalograficos (Epga = 1.60 e Ecusa = 1.39 ), indicando que estes métodos de
andlise descrevem de maneira adequada o comportamento destes

polissacarideos em solugao.




INTRODUGAO

Macromoléculas bioldgicas tais como os acidos nucleicos, as proteinas,
alguns polissacarideos e alguns lipideos constituintes de membranas
biologicas apresentam como aspecto comum o carater polieletrolitico.

Esta caracteristica é devida ao fato de que estas macromoléculas
possuem grupos ionizaveis ao longo da cadeia. Quando dissolvidos em agua
(solvente polar) se dissociam em macroions polivalentes e um grande numero
de ions de pequena massa molecular (contra-ions). Uma fragdo de contra-ions
sao atraidos pelo macroion devido ao forte campo elétrico produzido por seus
grupos carregados.

A presenga dos grupos ionizaveis nestas macromoléculas é responsavel
por muitas fungdes bioldgicas, ou entdo modulam interagbes que sao
fundamentais na atividade biolégica destas macromoléculas. Em muitos casos
a atividade biolégica envolve a interagéo entre diferentes macromoléculas tais
como: proteinas com acidos nucleicos e proteinas com polissacarideos.

No caso de interagc@o de proteinas com acidos nucleicos a constituigao
quimica desses ultimos, mais precisamente a seqiiéncia de bases, torna esta
interagao altamente especifica e o carater polieletrolitico modula esta ligagao,
via interagdo eletrostatica ou alterando as caracteristicas elasticas: torgéo e
flexdo da dupla hélice do acidos nucleico (Sinden,1994) . Os polissacarideos
nao apresentam uma riqueza de constituicdo de agucares que lhes déem
especificidade como ocorre com as seqiiéncias de bases dos acidos nucleicos.
Apesar disto as interagées de alguns polissacarideos, especialmente as de
glicosaminoglicanos com proteinas, sdo altamente especificas, como por

exemplo: de trombina com heparina, fatores de crescimento e polissacarideos




sulfatados, etc. Nestes casos a especificidade & devida aos aspectos
estereoquimicos dos agucares e aos parametros como tamanho e
conformagéo da cadeia, que séao fortemente influenciados pela distribuigéo de
cargas e pelas interagbes entre os contra-ions e a cadeia flexivel( Weis,1997).

Glicosaminoglicanos sao copolimeros formados por uma unidade
repetitiva composta de um residuo de acido glucurdnico, que contém um grupo
carboxilico, e uma galactosamina sulfatada, como no caso do condroitin
sulfato. Estes dois grupos, carboxila e sulfato, desempenham papel importante
na formagao de proteoglicanos e na ligagao de ligantes carregados, como por
exemplo: proteinas e ions bivalentes(Lehninger, 1993).

Seu papel bioldgico tem despertado o interesse dos pesquisadores que
atuam na area de polieletrolitos. Estes polissacarideos sao poliions com
distribuicdo seletiva nos tecidos, desempenhando papel importante do ponto de
vista estrutural, como por exemplo: em cartilagens, ossos, cérnea, parede de
vasos sangtineos, liquido sinuvial e como fatores antitrombéticos e antilipénico
(heparina). Suas caracteristicas fisico-quimicas, bem como sua
biocompatibilidade, os tornam desejaveis para uma ampla gama de aplicagdes
em medicina e farmacologia (Crecenzi et al, 1989).

Estudos de caracterizagao fisico-quimica de polissacarideos sulfatados
(Ruggiero et al, 1994,1998) mostraram que a capacidade de complexar calcio
depende do conteudo de grupes carregados (sulfatos e carboxilas) bem como
da distribuigdo destes grupos na superficie do polisssacarideo sendo, portanto,

dependente da conformagao local por ele assumida em solugdo. Estes estudos

indicaram ainda que a complexag¢ao envolvendo o grupo sulfato é pelo menos

trés vezes maior do que a que envolve grupos carboxilicos do condroitin




sulfato, que possui uma relagédo de 1:1 entre estes grupos. Além deste aspecto
a distribuicdo de grupos sulfatos ao longo da cadeia polissacaridica € um fator
determinante na interagdo de polipeptidios (poli-L-lisina) com polissacarideos
sulfatados (Fossey, M.A., 1998).

Uma abordagem experimental relativamente simples e que fornece
informagbes importantes sobre o comportamento destes polieletrélitos em
solugdo, envolve a determinagdo do coeficiente de transporte de cargas em
solugbes destas macromoléculas, através de experimentos de condutividade
elétrica. Outra vantagem desta abordagem diz respeito aos métodos de analise
dos dados experimentais, que sao fortemente embasados nos modelos
polieletroliticos e consequentemente constituem um bom teste para estes
modelos.

A condutividade molar , segundo observagdo de Kohlrausch, € uma
fungdo linear da raiz quadrada da concentragdo. Considerando a solugéo

eletrolitica diluida, a condutividade molar pode ser expressa como:
A=A -AC) (ver apéndice1)

sendo A = condutividade molar da solugéo = 2

-

‘p

A° = condutividade molar a diluigéo infinita
ACp'”= representa os efeitos inter e intraidnicos sobre a condutividade
C, = concentragao de grupos carregados do polieletrélito
Para solugdes eletroliticas simples A° pode ser obtida do grafico A vs. Cp'?
por extrapolagdo da parte linear da curva. Entretanto, para solugbes
polieletroliticas diluidas A ndo é bem definida e a equagdo (1) torna-se

inaplicavel para a determinagéo de A° .




Esta dificuldade & contornada usando uma extrapolagao alternativa e
rearranjando a equagao (1), de acordo com Vink (Vink, 1981) e Kusnetsov
(Kusnetsov et al, 1991) podendo ser escrita como :

o =0, +ACp+CpF(Cp) (2)
sendo o a condutividade da solugéo de polieletrdlito, 6o a condutividade do
solvente na presenca do polieletrélito, C, a concentragdo do polieletrélito
medida em mEq/L através de titulagdes potenciométricas e F(C,) uma fungao
que descreve a interagdo interidnica que, no caso de um polieletrélito, ndo é
bem conhecida. Entretanto, no caso de solugao isoiénica de DNA e poli(U),
Kusnetsov (Kusnetsov et al, 1991) observou experimentalmente a dependéncia

da concentragéo do polieletrélito e pode ser escrita como:

F(C,)=~AC)? ‘ (3)

Esta equacdo descreve razoavelmente bem a dependéncia com a
concentragdo para solugdes de DNA e polinucleotideos sintéticos que, em
geral, séo rigidos e possuem comprimento de persisténcia bem maior que a
distancia de Debye (ver apéndice 2). Entretanto, os polissacarideos sdao mais
flexiveis e em alguns casos a distribuigdo de grupos carregados ao longo da
cadeia nao é uniforme como nos acidos nucleicos. Além da flexibilidade da
cadeia, a dissociagdo dos grupos ionizaveis dos polissacarideos apresenta
uma dependéncia acentuada com a concentragao destes grupos (Agostinho
Neto et al, 1997). Os modelos polieletroliticos e as analises de dados
experimentais de condutividade de solugdes se aplicam com relativo sucesso
aos polimeros que contém grupos ionizaveis fracos.

A proposta deste trabalho foi estudar a aplicabilidade dos modelos

polieletroliticos bem como os métodos de analise de condutividade de solugéo




a glicosaminoglicanos, com o objetivo de compreender o comportamento
polieletrolitico destes polissacarideos em solugdo. A estratégia utilizada foi
realizar um estudo sistematico da dependéncia entre ¢ e C, para um
polissacarideo com grupos acidos fracos, para os quais 0s modelos
polieletroliticos @ métodos de analise se aplicam com sucesso, e utilizar o
mesmo procedimento para condroitin-sulfato em dois graus de ionizagao
diferentes, maximo e parcialmente ionizado, isto €, quando o grupo forte esta
ionizado.

No grau de neutralizagao (o) igual a 1 temos a ionizagao total dos dois

grupos fraco e forte, carboxila e sulfato, respectivamente. No grau de

neutralizag@o igual a 0,65 temos a ionizagdo somente do grupo sulfato(grupo

forte).
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MATERIAIS E METODOS

Materiais:
Polissacarideos: condroitin sulfato A (B glucurénico a (1—3) - N - acetil -
B galactosamina - 4 - sulfato (1-4))*, (fig.1), e acido poligalacturénico (c(1,4)-D-

acido galacturdnico), fig.2, foram adquiridos da Sigma Co.

enxofre carbono nitrogénio oxigénio
[ ] ]

figura 1:unidade dissacaridica repetitiva representativa da molécula do CHS-A

* Condroitin sulfato A € um copolimero alternado cuma unidade dissacaridea &
composta por acido B-glucurdénico unido a N-acetil-B-galactosamina-4-sulfato por
ligagdo a(1—3). Na cadeia macromolecular de 4-sulfato sodico de condroitina as

unidades dissacaridicas estao unidas por ligagdes B(1—>4).
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L | oxigénio

figura 2: unidade representativa do dissacarideo (PGA)

As solugdes aquosas de NaOH, LiOH, KOH e NaCl foram feitas a partir
de sais de grau analitico (Merck) e suas concentragdes foram determinadas a
partir de titulagdes com padrées primarios ou solugdes comerciais
padronizadas (Merck). Estas concentragbes foram entdo ajustadas para
valores de 100mM.

Todas as solugdes foram preparadas com 4&gua bidestilada e
deionizada, com grau condutimétrico 0.60uS/cm e armazenadas em recipientes
plasticos. Os volumes das solugdes usadas foram medidos com seringas e

microseringas de precisdo Hamilton.




Preparagao de Amostras:

Condroitin Sulfato A

Condroitin-4 sulfato sal de sédio (CHS-A), 1 gllitro, foi dissolvido
em agua e adicionado NaCl até 500 mM (concentragédo final). A solugdo foi
centrifugada e o sobrenadante foi dialisado contra agua pura, para retirar o
excesso de sal. A solugdo foi entdo dialisada contra acido acético 0,10M.
Durante esta didlise o pH da solugdo do polissacarideo foi medido em
intervalos de algumas horas, e a didlise contra acido acético foi mantida até
que o pH da solugado de polissacarideo se mantivesse constante. Na seqiéncia
a solugdo da forma acida do CHS-A foi dialisada exaustivamente contra agua
pura, para retirar o excesso de acido acético. A dialise foi interrompida quando
o pH da solugdo manteve-se constante num valor igual ao da agua pura,
garantindo que todos os céations foram substituidos por ions H' e que o

polissacarideo foi convertido a forma acida.

Acido Poligalacturénico

Acido poligalacturénico (PGA) foi dissolvido em agua na forma de sal
sodico, precipitado em etanol, solubilizado em agua pura e dialisado
exaustivamente contra agua para remover o excesso de etanol. Em seguida o
polisssacarideo foi convertido a forma acida através do mesmo processo

descrito acima.




Titulagdes Potenciométricas:

As titulagbes potenciométricas foram feitas com um pHmetro Metrom-

Micronal, equipado com eletrodo de vidro combinado. O eletrodo foi calibrado
em trés valores de pH (4,08, 6,98 e 9,00) com padrées Merck. Apds cada
titulagéo os valores de pH destas solugbes foram verificados com o objetivo
de detectar possiveis desvios no potencial do eletrodo.

Todas as titulagdes foram realizadas a (25,0+0,10)°C, utilizando celas
termostatizaveis acopladas a banhos termostaticos Neslab RTE 221.

As concentragdes ( em mEg/L) das solugdes estoque de CHS-A e PGA
foram determinadas através de titulagdes potenciométricas (fig.3a e 3b).
Nestas determinagdes foram adicionadas aliquotas de NaOH 100mM a 3 mL
de solugéo de polissacarideo (CHS-A e PGA) na forma acida, medindo-se a
variagdo do potencial hidrogeniénico (pH). A concentragdo equivalente
correspondente a quantidade de base necessaria para neutralizar estas

solugdes de polissacarideos € determinada como segue :

Cp= M onde, (4)

Vo
AV = incremento de volume do titulante no ponto de neutralizagao,

[OH] = concentragéo do titulante

Vo = volume inicial do poliacido




O resultado da dissociagdo eletrolitica do PGA, por exemplo é:

PGA- H—*=—PGA™ + H,0**

sendo K, = 2O el
[PGa-H|

onde [PGA-H]=C(1-a)
[H30*]= [PGA‘J =a,C® reescrevendo temos:

K - o C*

© (-a)
onde «; = grau de ionizagdo
C = concentragao molar
® A equagao de Handerson-Hesselbalch apresenta uma forma alternativa da
equagao:
[PGA-H]

[H30*]= K, e é obtida expressando:

[PGa- H]

- 1og[H3O‘] =-logK, —log entdo

PGA™
H = pK +lo
p PK, gPGA—H

O grau de ionizagéo (oy) em cada adigéo de base titulante foi calculado

considerando as contribuicdes da autodissociagdo (o) e da neutralizagdo (o)

como segue:

0~ [x0H]
: C

P P

a,=ay +tay =




sendo [XOH] a concentragdo de base titulante em cada adigdo, pH o valor do

potencial hidrogenidénico em cada adigdo de base e C, a concentragdo do

polimero em mEq/L.

figura 3a: titulagdo potenciométrica do PGA na forma acida - PGA-H

(concentragao inicial = 1,91mEgq/L )com NaOH
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figura 3b: titulagdo potenciométrica do CHS-H com NaOH

(concentragao inicial = 2,61mEq/L )
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Medidas Condutimétricas

Titulagoes Condutimétricas

A condutividade elétrica das solugdes polieletroliticas foi medida com
ponte de condutancia Metrom-Micronal ou através de um condutivimetro
diferencial projetado e construido no laboratério. Estes condutivimetros foram
equipados com celas condutimétricas Metrom de constante 1,00cm™.

As medidas condutimétricas foram realizadas a (25,00+0,10)°C,
utilizando celas termostatizaveis acopladas a banhos termostaticos  Neslab
RTE 221.

O fator de transporte de solugbes de polissacarideos foi determinado
através de titulagbes condutimétricas, nas quais -aliquotas de bases titulantes
(LiIOH, KOH) de concentragbes conhecidas foram adicionadas a 3 mL de
polissacarideo (CHS-A e PGA), acompanhando-se as variagbes de
condutividade da solugao.

A condutividade (o)) de uma solugdo de um polieletrdlito na
concentragao C, com contraion da espécie / foi definida por Rice e Nagasawa
(Rice e Nagasawa, 1961); Kotin e Nagasawa (Kotin e Nagasawa, 1961) e
Kuznetsov e Apolonnik (Kuznetsov e Apolonnik,1981) baseada na relagdo

empirica, proposta por Eisenberg (Eisenberg, 1958), como sendo:

0,=C,f(4,+4) (ver apéndice 1) (7

sendo f<1 o fator de transporte, C, a concentra¢do de grupos carregados do

polieletrolito determinada na titulagdo potenciométrica, A% a condutividade




molar limite dos contraions e A, a condutividade molar limite do polieletrdlito. O
fator de transporte foi determinado através de titulagbes condutimétricas
utilizando duas ou mais bases titulantes diferentes. Neste trabalho foram
utilizados LiOH e KOH, por proporcionarem uma boa resolugéo dos pontos de
neutralizag@o dos grupos acidos dos polimeros estudados e por apresentarem
o mesmo tipo de interagdo com o polimero (relagéo linear entre a condutividade
molar e as condutividades equivalentes dos ions Na*, Li* e K'). Nestas
condigdes a condutividade iGnica do poliion por mol de grupos carregados(ip)
ndo depende do tipo de contraions. Utilizando a equagédo (7) o fator de
transporte (f) para um polieletrélito com grau de ionizagdo o;, € entdo

determinado pela relagao:

O — 0y
a‘.(fp(ii. i ’1?;)

f(ar')=

Em nosso estudo os ions escolhidos foram o litio e o potassio por
apresentarem valores de condutividade equivalente idnica (a diluigdo infinita e
a 25°C) iguais a 38,70 e 73,50 uScm?mol, respectivamente.

O parametro f foi interpretado por Manning (Manning,1975) com base
na teoria, por ele proposta, de condensagdo de contraions, como sendo a
razdo entre os coeficientes de auto-difusdo dos contraions medidos na
presenga(D) e na auséncia do polieletrdlito(Do) (f=D/Do). Baseado neste
modelo o fator de transporte esta fortemente correlacionado com o parametro
adimensional (£) que define a densidade linear de cargas na teoria de

condensagdo de contraions. Para contraions de valéncia Z as relagdes entre




o fator de transporte (f) e o parametro de carga (£) obtidas por

Manning(Manning, 1975) sao:

f=0866(zZ|)" para |z[e>1

~0,55(zley

L T

para |Z|¢ <1

O parametro de cargas (£) é definido como:

2

&= &Z’Tb (10)

Sendo, ¢ a carga eletrénica (10"°C), ¢ a constante dielétrica do meio
assumida como igual a da agua a 25°C, k a constante de Boltzmann(10
2)K"), T a temperatura absoluta(K) e b a distancia média (&) entre os

grupos ionizaveis (b=7.14 /). (ver apéndice 1)’

Curvas de Diluicado

Para os experimentos de diluigdo foram reproduzidas, nas mesmas
condigdes experimentais, as titulagdes potenciométricas e as condutimétricas.

O volume (AV) da base titulante (LIOH e/ou KOH) necessario para
obtengao do polimero no grau de ionizagao desejado (o; =0.65 e o; =1.00 para
o CHS-A e o; =1.00 para o PGA) foi obtido por potenciometria. E com AV
definido reproduziu-se a titulagdo condutimétrica, sendo que esta foi
interrompida ao atingir o volume suficiente para definir o grau de ionizagao

desejado. E a partir deste ponto comegou a diluigdo da solugdo do




polissacarideo, com a adigdo de aliquotas de 1000uL de agua, até que a

condutividade elétrica da solugdo polieletrolitica atingisse o valor minimo

detectavel da presenga do polimero.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de medida da condutividade elétrica de polieletrélitos em
solugdo € uma ferramenta potente, mas, ainda pouco explorada para o
estudo do comportamento destas macromoléculas em solugédo e para testar

modelos polieletroliticos. Um poliion na forma acida, quando em solugéo,

dissocia-se como um eletrélito simples, porém seu forte campo elétrico retém

parte dos contra-ions presos a sua vizinhanga. Na dissociagdo de um
eletrdlito simples a interagdo entre os ions € menor e, em boa aproximagao, a
interagdo entre eles € dada pela teoria de Debye-Hickel. A mobilidade
idnica, tanto do polieletrdlito quanto do eletrdlito simples, € dependente da
concentragao das espécies em solugdo. Os modelos polieletroliticos para
propriedades coligativas e de transporte sdo, em geral, aplicados para
situagbes em que ndo ha interagdo entre os poliions, isto €, em solugdes
diluidas e em alguns casos no limite de concentragdo nula. Desta forma é
necessario proceder um estudo da dependéncia da condutividade da solugéo

em fung@o da concentragédo de polieletrdlitos.
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ACIDO POLIGALACTURONICO

a)Experimentos de Titulagao

O perfil da curva de titulagdo de um poliacido fraco € bastante
caracteristico e € mostrado na fig.4. O valor inicial relativamente baixo da
condutividade da solugdo de um poliacido fraco se deve a reduzida
autodissociagdo caracteristica destes grupos (o =151.80uS/cm para
Cp=1,91mEq/L). A adigao de base titulante induz a um decréscimo suave da
condutividade devido a substituicao do préton dissociado pelo cation da base,
de condutividade menor (ox = 102.80, o = 81.40uS/cm). Adicionando ainda
a base, estes protons s3o neutralizados e o cation da base liga-se ao grupo
acido desprotonado sem neutralizar totalmente sua carga elétrica, restando
uma carga residual do polieletrélito aumentando suavemente a condutividade
(ok = 119.40, oy = 87.50uS/cm e oy =0.51), a adigdo da base continua até
que todos os protons sejam neutralizados  (ok = 159.90, o = 119.00uS/cm
e a, = 1.00). E neste ponto a condutividade aumenta bruscamente devido ao
excesso da base titulante(ox = 233.00, oy = 208.00uS/cm).  Na fig.4 sdo
mostradas as curvas de titulagdo condutimétricas ( ¢ vs. a, ) do PGA usando
duas base titulantes ( KOH e LiOH ). Os valores de a, sdo obtidos a partir da

relagéo «a, = lon

Co O fator de transporte para o acido poligalacturénico

calculado diretamente desta curva, através da equagédo (8) é f= 0.615 +
0.022 sendo que, a distancia entre os grupos carregados é b=25.05%

0.17 A enquanto que a distancia medida através da estrutura cristalogréfica é




de b = 4.46 A. A diferenga razoavel entre estes valores pode ser
devida a contribuigdo do solvente que nao foi avaliada neste tipo de
tratamento. Desta forma um tratamento mais adequado seria utilizar os
valores de condutividade, obtidos de titulagdes em varias concentragbes de
polieletrélito e extrapolar para diluigdo infinita através do grafico A vs. C,'?
como mostrado na fig.5. A analise destas curvas foi feita através do
procedimento de Kohlrausch descrito abaixo. Os valores de condutividade
molar limite obtidos através do ajuste destas curvas com a equagéo (11):

_ 5%
A=A -AC (11)

Os valores obtidos através destes ajustes foram: A%; =75.60 + 3.70

Scm?Eq' e A% =96.70 + 4.40 S cm? Eq'. O fator de transporte obtido com

estes valores é: f = 0.606 + 0.040 o que resulta em uma distancia entre

grupos b =4.970 + 0.340 A. Os valores de b obtidos a partir dos dados da
curva de condutimetria (fig. 4) e dos dados obtidos a partir de varias
titulagbes (fig. 5) estdo de acordo entre si e com os dados cristalograficos,

porém, apresentaram um erro relativamente grande ( de 4 a 7 %).

b) Experimentos de Diluigao

Na fig.6 sdo mostrados os graficos de condutividade, de Vink, em
fungcdo da concentragdo de polieletrdlito, ¢ vs. C,, representativos de um
experimento de diluicdo do acido poligalacturénico nas formas de sal de
potassio e litio. Estes graficos indicam que a condutividade dos dois sais de
PGA diminui, de maneira ndo exatamente linear, com o0 aumento da diluigéo.
A analise destes experimentos de diluigdo foi feita de duas maneiras

diferentes.




Na primeira os dados de condutividade foram analisados
através do grafico de Kohlrausch, (fig. 6), que relaciona condutividade molar
ou equivalente com Cp (A (A=c/C,) vs. C,'?). Estes graficos mostraram a
dependéncia linear da condutividade equivalente dos dois sais de PGA no
intervalo de concentragdo de polieletrélito de 0.40 a 1.91mEq/L. Este
comportamento permite escrever a condutividade molar como:

1/2
A=N"-AC, (11)

onde A° é a condutividade molar ou equivalente & dilui¢do infinita e A é uma
constante que depende do tipo de contraion e que descreve os efeitos de
mobilidade eletroforética e de relaxagéo do polieletrélito. Os valores de A° e
A obtidos dos ajustes pelo método de minimos quadrados sdo: A% = 93.60 +
0.10, Ak = 279.20 + 3.60, A°%;=7260+0.10 e Au = 260.40 + 3.20 para os
sais de potassio e litio, respectivamente.

Um segundo procedimento usado para analisar os dados de
condutividade nos experimentos de diluigdo foi através de graficos de
condutividade, de Vink, (c vs. Cp ), fig. 6. O grafico mostrado nesta figura
indicou que a condutividade € uma fungdo nao linear da concentragdo de

polimero e pode ser escrita como:

0=0,+A°C, +C,F(C,) = 0=0,+NC,+AC) (12)

sendo oo a condutividade do solvente na presenga do polieletrélito, F(Cp)
uma fungdo da concentragdo de polieletrélito e A° tem o mesmo significado
acima. Os valores de A° obtidos dos ajustes ndo lineares dos graficos da

fig.6 sd0 93.20 + 0.50 Scm®M™ e 72.70 + 0.30 Scm®M™ para o potassio e o




litio respectivamente, praticamente idénticos aos obtidos do grafico
de Kohlrausch (fig.7).

Os valores de condutividade do solvente na presenga de polieletrdlito,
determinados destes ajustes sdao 5.00 + 0.20 e 4.30 £ 0.20 uS/cm para K e
Li, respectivamente, indicando uma forte influéncia do polieletrélito na
condutividade da agua. Deve ser lembrado que a agua utilizada em todas as

etapas do presente trabalho foi de grau condutimétrico de 0.60 uS/cm. O

bom acordo entre os valores de A° obtidos dos dois tipos de gréficos indica

que o procedimento considerando a contribuigdo do solvente foi adequado.

A comparagao dos resultados obtidos dos experimentos de titulagdo e
de diluigdo mostraram que a utilizagdo de varias curvas de titulacdo pode
levar a erros sistematicos de dificil tratamento indicando que a utilizagéo das
curvas de diluicdo foi melhor para o estudo da condutividade elétrica destas
solugbes. Desta forma o estudo com condroitin sulfato foi feito usando

somente as curvas de diluigao.
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figura 4: titulagao condutimétrica do PGA na forma acida (PGA-H)

( concentragao inicial = 1.91 mEg/L) com LiOH e KOH
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figura 5: grafico de KOHLRAUSCH obtido a partir de varias titulagdes do

PGA.
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o0 02 04 06 08 10 1,2 14 16 18 2,0

Cp (mEq/L)

figura 6: grafico de VINK representativo do experimento de diluigdo do PGA
(concentragdo inicial = 1.910mEqg/L). Curvas pontilhadas representam o

ajuste obtido com o método do minimo quadrado n&o linear usando a fungao:

c=0op+ AOCp+ A('.:p:y2 :
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figura 7: grafico de Kohlrausch relacionando condutividade molar com Cp'?
representativo do experimento de diluigéo do PGA.

(concentragdo inicial = 1.91mEg/L e ajuste A =A°-AC,"?).
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CONDROITIN-4 SULFATO

a)Perfil das Curvas de Titulagdo
A curva de titulagdo condutimétrica do condroitin-4 sulfato convertido a
forma acida com base forte (KOH e LiOH) é mostrada na fig.8. Trés regides
podem ser observadas:
1. O valor da condutividade inicial é relativamente alto devido a contribui¢éo
dos prétons proveniente do grupo forte que estao totalmente dissociados
(o = 416 uS/cm). A condutividade decresce bruscamente com a adigao de

base titulante, devido a substituigdo dos prétons totalmente dissociados,

pelo cation da base, de menor condutividade. Esta regido corresponde a

neutralizagédo do grupo forte (sulfato, ok = 189, o= 145uS/cm e ®,=0.65)

. 0 acréscimo da base é usado para neutralizar os prétons ligados ao grupo
fraco, que estdo menos livres. A condutividade varia pouco, em relagéo a
variagao observada para os grupos fortes( ok = 220, o= 171uS/cm).

. A adigdo de excesso de base titulante provoca um aumento linear na
condutividade ( oku = 415uS/cm), pois desta forma os pontos de
neutralizagao dos dois grupos ficaram bem definidos.

Os experimentos de diluigdo do condroitin-4 sulfato foram realizados
em dois graus de ionizagdo diferentes, maximo e parcialmente ionizado
(y =1.00 e oy = 0.65 que corresponde a ionizagao apenas dos grupos

sulfatos).




A curva de condutividade elétrica em fungdo da concentragdo do
polimero para o CHS-A referente ao experimento de diluigdo do polimero com

grau maximo de ionizagao é diferente daquela observada para o PGA (fig.6).

Para o CHS-A a variagdo da condutividade molar com C,* néo é linear

em todo o intervalo de concentragbes do polieletrélito. A condutividade molar
aumenta com o aumento da diluicdo do polimero (fig.9), possivelmente
devido a dissociagado idnica do polieletrélito (Agostinho Neto et al, 1997).
Entretanto, existe um intervalo de valores de concentragdes no qual pode ser
observado uma dependéncia linear no gréfico A vs. C,”. O mesmo
comportamento foi observado para o polimero parcialmente ionizado
(2=0.65). Atribuimos esta dependéncia linear ao comportamento
polieletrolitico e concentramos a analise destas curvas na regiao linear. Os
graficos de Vink (o vs. C,) foram também analisados no intervalo de
concentragao que corresponde a parte linear do grafico de Kohlrausch (A vs.
C,'?). A analise do grafico de Kohlrausch foi feita através de ajuste ndo
linear, supondo que a fungdo  F (C,) seja proporcional a C,'2.

Os valores de condutividade molar e da constante A obtidos dos
ajustes dos graficos de Kohlrausch e os valores de condutividade molar
intrinseca (A°, & diluigdo infinita) obtidos dos ajustes dos graficos de Vink

para condroitin-4-sulfato com ionizagdo completa (o=1.00) e parcial

(c=0.65) sdo mostrados na tabela 1.




Tabela 1 - Valores de Condutividade Molar limite e da Constante A

obtidos através dos graficos de VINK e KOHLRAUSCH

VI NK KOHLRA USCH

Polimero AOK Aou AOK Aou Ak Ay

PGA 93.60:0.10 72.60:0.10 93.20+0.50 72.70:030 279.20:360 260.40:320

CHS-A a=1.00 98.20:050 76.70:0.60 98.10:0.50 76.90:060 280.90:16.80 234.17:18.40
CHS-A a=065 146.00:030 113.40:020 147.10:030 113.80:030 556.50:520 459.90+3.10

Comparando com os dados experimentais obtidos para polimeros rigidos

VI NK KOHLRA USCH
Polimero A% A A% A% Ak Ay

Poli (U) 100+ 11 101+ 12 74:4 219:19  187:13
Poli(A) | 78+ 1 79:1 552 1 212:12  198: 12

Poli(A) Il 561 6 55+ 5 44:3 170:15  165: 12

Fonte: Kuznetsov, 1991

Assim como observado para o acido poligalacturénico, os dados da
tabela 1 mostraram bom acordo entre os valores de A° obtidos dos dois
graficos. Estes resultados sugeriram que a presenga do grupo sulfato,

caracterizado por forte dissociagdo, ndo impediu o tratamento dos dados de

condutividade com a mesma dependéncia de C,'2. A comparagdo dos

valores de condutividade molar limite A° (A% e A%, ) e da constante A (A e
A ) para PGA e CHS-A indicaram que para o condroitin 4 - sulfato estes
parametros foram maiores do que para o 4&cido poligalacturénico.

Considerando que no estado de ionizagéo total as distancias entre os grupos




carregados nestes polimeros foram muito proximas (bpga = 4.63 A” e

beus-a =5.01 A%) a grande diferenga observada nos valores de A° deve ser

devida a maior dissociagao idnica no condroitin-4 sulfato.

Oy
© experimento

de diluicéo

figura 8: titulagdo condutimétrica do CHS-A com LiOH e KOH

(concentragao inicial = 2.61mEg/L)




1,0 1,5 2,0
Cp (mEqg/L)

figura 9a: grafico de Vink representativo do experimento de diluicdo do

CHS-A (concentragdo inicial = 2.61mEg/L e o; = 1.00). Curvas pontilhadas
representam o ajuste obtido com o método do minimo quadrado néo linear

usando a fungdo o = g + A’ Cp + A Cp*2 .
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figura 9b: Grafico de Kohlrausch relacionando condutividade molar com Cp'?

representativo do experimento de diluigdo do CHS-A.

(concentragao inicial = 2.61mEg/L , oy = 1.00 e ajuste A = A°— A Cp'?)
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INTERPRETAGAO DAS CONSTANTES OBTIDAS DOS AJUSTES

DAS CURVAS EXPERIMENTAIS

A atmosfera i6nica influencia a mobilidade do macroion através de dois
efeitos: eletroforético e de relaxagdo. O primeiro esta relacionado a
dificuldade imposta pela atmosfera iGnica ao movimento do macroion sob
acao de um campo elétrico. O movimento do macroion € o de uma particula
em um meio que nao esta estacionario, mas se desloca em diregao oposta ao
macroion. O segundo efeito esta também relacionado ao deslocamento
relativo do macroion e da atmosfera idnica. Em relagéo aos eletrélitos simples
0 macroion se desloca com uma velocidade bem menor do que a atmosfera
idbnica que se move em diregdo oposta, 0 que induz a ruptura desta
atmosfera, entretanto, para manter a eletroneutralidade a atmosfera iGnica é
refeita apdés um intervalo de tempo pequeno, que € o tempo de relaxagao.
Estes dois efeitos foram descritos teoricamente por Onsager (Robinson e
Stokes, 1965).

A analise dos dados experimentais para explorar estes efeitos leva em
conta a observagao feita por Eisenberg (Eisenberg, 1958), segundo o qual
para dois contraions M e N a razéo ( f) entre as diferengas de condutividades
molares do polimero e as condutividades dos contraions sdo independentes

do tipo de contraions:

— Ap =App

I="2-%
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Substituindo Amp € Anp pela expresséo de Vink (A = A° - AC,'"?) obtém-se:

_Ap-4C,"" - (N -4C,")
}'ﬁf _’T'?»'

f (14)

De acordo com o modelo de Onsager a constante A é escrita em fungéo de
duas constantes o e B que estao relacionadas aos efeitos eletroforético e de
relaxagao (ver apéndice 1e 3) respectivamente, como:

A=a+ pN

Substituindo esta expressdo na expressdo para f (eq.14) e arranjando os

termos tem-se:

f . fo N ﬁ(A?l{P - A(?vp )CPUZ
Ao = A

/= 1-42,7)

0 0
o _ Ap—Aw

G
Desta maneira e considerando os dados experimentais de
condutividade molar intrinseca com os contraions K' e Li* (usando os valores
de A% = 73.50uScm¥mol e A%; = 38.70uScm?mol), pode-se construir um
grafico de f vs. C,'2 e do ajuste obter os valores de f° e P para cada
polieletrolito.
Os graficos obtidos para o PGA e para o0 CHS-A com o grau maximo

de ionizagao (o; = 1.00) sdo mostrados na fig.10(a e b).




Cp1l2 (Eq/L)1I2

figura 10a: dependéncia do fator de transporte (f) em fungéo de Cp'? para o

PGA.
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figura 10b: dependéncia do fator de transporte (f) em fungéo de Cp'? parao

CHS-A.( concentragéo inicial = 2.61mEg/L e o;=1.00)
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Para os dois polieletrolitos os graficos mostraram um ligeiro
decréscimo de f com a concentragdo do polimero. O valor extrapolado de f
para concentragao nula do polieletrélito fornece o valor do fator de transporte
que de acordo com Manning (Manning, 1975) esta relacionado com a
densidade linear de cargas (equagdo 9 a e b). Os valores da densidade linear
de cargas obtidos dos experimentos de diluicdo para o PGA e CHS-A

parcial e com grau maximo de ionizagdo sao mostrados na tabela 2.

Tabela 2 -Valores das Densidades de Cargas obtidos por Condutimetria

e Diluicao

Polimero B b (A) Ap

PGA 0.564 4.63 81.7
CHS-o0=1.00 0.610 5.01 98.4
CHS-a=0.65 0.927 9.95 83.9

*X.P - Scmz M-l

Comparando com os dados experimentais obtidos para polimeros
rigidos

Polimero b (A)

Poli(U) 0.77 ; 6.3
Poli (A) | 0.66 . 5.40
Poli (A) Il 0.35 : 2.9

Fonte:Kuznetsov, 1991
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Esta tabela mostra ainda que ha excelente acordo entre os dois métodos na
determinagdo do fator de transporte, tanto para o polieletrolito com um unico
tipo de grupo carregado (fraco) quanto para o polieletrélito que possui dois

tipos de grupos (forte e fraco). O fator de transporte permite calcular a

distancia entre os grupos carregados nos polimeros (b)” e os valores destas

distancias também estdo mostrados na tabela 2. Para o PGA a densidade
linear de cargas, determinada a partir do fator de transporte € & = 1.5410.08
e a distancia entre os grupos carregados b=4.63 +0.08 A em excelente
acordo com os dados cristalograficos (Walkinshaw e Arnott, 1981) onde
b=4.46 A e £=1.60. Para o CHS-A com grau maximo de ionizagdo o valor
experimental de b foi essencialmente igual ao determinado a partir de dados
cristalogréaficos. Quando apenas os grupos sulfatos estéo ionizados o valor de

b determinado foi 9.95 A, quando o esperado seria 10.40 A.

*b = A=gqg/b sendo A a densidade linear de cargas, q a carga de cada

grupo e b a distancia média entre cargas.




Nos sistemas estudados(CHS-H e PGA) temos:

galactosamina 5 glucurdnico

[ Jenxofre [ Jcarbono [[nitrogénio [ oxigénio

Unidade representativa da molécula do CHS-A
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[] carbono [ oxigénio

Unidade representativa do dissacarideo (PGA)
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CONCLUSOES

. Os modelos polieletroliticos aplicam-se aos poliacidos fracos e mistos

(que possuem grupos fortes e fracos na cadeia). Tanto em relagdo aos

métodos de analises, quanto aos procedimentos experimentais.

. As técnicas condutimétricas e os métodos de analises utilizados,

aplicados aos polimeros permitem obter parametros importantes como,
densidade linear de cargas, fator de transporte e a distancia entre grupos

carregados.

. Os modelos teéricos, principalmente o0 modelo de condensagao de contra-

ions (proposto por Manning), sdo aplicaveis para solugdes diluidas de

polissacarideos.

. O fator de transporte (para o PGA) obtido a partir de um unico par de

curvas de titulagdo (f=0,615+0,022) e ou de Vvarias titulagdes
(f=0,606+0,040) foram concordantes entre si , entretanto, o erro foi

relativamente grande (4 a 7%) no primeiro caso.

. Os experimentos de diluicdo mostraram-se mais satisfatorios, pois,

eliminam erros sistematicos decorrentes da técnica de titulagao

condutimétrica em varias concentragdes de solugdes polieletroliticas.
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APENDICE 1

Método de Vink / Kohlrausch (Vink, 1981)

A condutividade molar (A) é obtida através da seguinte relagdo:

P

A= =N +F(C,) (1)

Sendo ¢ a condutividade da solugdo, oo a condutividade do solvente puro,
Cp a concentragdo equivalente do polimero, A° a condutividade molar & diluigao

infinita e F(Cp) uma fungdo que representa o efeito das interagdes interidnicas na

condutividade devido a concentragdo do polimero na solugéo.

Para uma solugao polieletrolitica A nao é definida para diluigdo infinita, pois,
Go nNao e constante na solugao polieletrolitica, devido a influéncia da presenga do
polimero. Uma alternativa para a solugao é rearranjar os termos da eq. 1de forma
que:

o=0,+AC, +C,F(C,) )

Sendo A° obtida da declividade da curva o vs. Cp.

Experimentalmente Kusnetsov (Kusnetsov et al, 1991) observou a
dependéncia linear entre A e Cp'? .

Esta dependéncia pode ser definida pela equagao:

A=A -AC}?




Expressando A’ em termos da condutividade molar limite dos ions

individuais, temos a seguinte relagéo:

K =Nep=fR+2) o

sendo f < 1 um parametro de interagdo, C e P referem-se ao contraion e ao
polimero, respectivamente.

Os parametros f e Ao podem ser determinados experimentalmente se A® for
medido para dois contraions diferentes, desde que apresentem interagéo idéntica
com o poliion ( a linearidade de curva A vs. A%c garante que os ions interagem
identicamente com o poliion) e pode ser escrita como:

o 0
Afp AJ‘P

oo

0o _ Moo 5 s
Ap=——-2, parac=iej

4

(1ej= dois diferentes ions alcalinos)

Analise da constante A

A equagdo 3 (A=A"-AC ;’2 )  estabelece a dependéncia entre a

condutividade molar (A) e Cp'? e quando os valores de A estdo dispostos em
coordenadas de Kohlrausch (Avs. Cp'? ) a declividade das curvas fornece o valor

deA.
Kuznetsov(Kuznetsov,1991) calculou a constante A (para dois cations de

baixa massa molecular ) utilizando a seguinte relagao:




_4125(z,+Z,): |, 280110°2,Z,4(Z, +2,)" A0
J2n(er)? ()22 [1 + ql/z)
a0 " # s v

ELETROFORETICO DE =
EFEITO  per axacio

A

__ 7Z2,(B+A)
o (Z; + szzzfl? + Zl’qg) o

Analisando a curva da constante A em fungédo da condutividade molar limite

(A% de varios contraions diferentes para um mesmo polimero, verificou-se uma
dependéncia linear entre A e A° , em analogia com a equagéo (7) a constante A

pode ser escrita como:

A = a+BA° (9)

Relagdo entre a constante A e a condutividade equivalente limite (A) do

poli(A)-1 . (Kuznetsov, 1991)
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Modelo de Manning ( Manning, 1975)

O parametro f foi interpretado quantitativamente por Manning com base na
teoria de condensagao de contraions, por ele proposta.
A equagao 10 tem sido usada para descrever a condutividade de solugbes

salinas polieletroliticas (na auséncia de sal suporte):
A= £ +2) (10)
Sendo A a condutividade molar da solugdo salina de polieletrlito, A%, a

condutividade molar do contraion no solvente puro, A, a condutividade molar do

poliion em solugéo e f o parametro definido como :

il (Ar.""lp)
f__(_jﬂg+ﬂp (11)

A equagdo 10 ( A= f(/i"C +ﬂ.,,) ) assume que a estrutura da solugéo é tal

que a fragao (1 — f) dos contra-ions esta ligada ao poliion enquanto a fragéo f esta
livre (ndo sao influenciados pela interagdo com o poliion). Segundo Manning, o
coeficiente f nao pode ser suposto como a fragao de contraions livres.

Manning, assumindo a proposta que relaciona o coeficiente f ao
coeficientes de auto-difusdo do contraion e desprezando a mobilidade dos
contraions condensados, obteve uma relagao entre o parametro de carga ( & , que
define a densidade linear de cargas na teoria de condensagéo de contraions) e o
coeficiente f para a solugao polieletrolitica (sem sal suporte) temos:

D

== (12)

a) fator de transporte i3
sendo D o coeficiente de difusdo do contraion na solugdo polieletrolitica e D° o

51




coeficiente de difusdo do contraion no solvente puro.

‘?/ (13)

b) densidade linear de cargas
)

sendo g a carga eletronica e £ a constante dielétrica do meio (assumida como

igual a da agua a 25°C), k a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta e b

0
a distancia média (4 ) entre os grupos ionizaveis (b = 7.14/¢ ). Considerando a

dissociagdo de um poliacido na forma de sal temos duas situagdes distintas:

a) £ <1- g°/¢b < KT os contraions estdo dissociados, ndo ha condensagéo,
pois, atragao eletrostatica & menor do que a energia térmica.

b) £>1 — q?/¢ b > KT os contraions encontram-se condensados na vizinhanga
do polimero (no volume de condensagio)
Manning propde também, uma expressdo que relaciona a condutividade do

polimero com a concentragao:

22 29|ln za|
" 1+3.454)In zal(2)

(para &> 1 (14)

Sendo y o parametro de blindagem de Debye-Hickel, a o raio do
polimero. Para obter esta expressao ele faz uma média ponderada da mobilidade
do poliion paralelo e perpendicular ao campo elétrico aplicado, considerando
apenas 1/3 para contribuicdo paralela e 2/3 para a perpendicular. As constantes

22,29 e 3,454 estao relacionados com a viscosidade (1) da solugao e ao efeito de

relaxagdo. A dependéncia entre A, e Cp é dada pelo In(ya) e x é definido como:

[4’“’3 ” (15)
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Sendo ne 0 nimero de grupos monovalentes carregados por mL.

Método de Eisenberg

Eisenberg observou experimentalmente que medindo a condutividade para
um mesmo polimero com contraions diferentes, a razao entre a diferencga entre as
condutividades molares para os dois sais e a diferenga entre as condutividades
molares intrinsecas dos dois contraions mantém-se constante numa grande faixa
de concentragdo (0 — 60 Eg/L x 10* do contraion). Esta razdo é igual ao
coeficiente f.

As curvas experimentais de condutividade molar do poliacido (A ) em
fungdo da concentragdo (C) em equivalentes de contraions por litro mostraram
que a condutividade molar (A) aumenta com a concentragao (C), tendendo a zero
para a diluigdo infinita. Nas curvas A vs. C a extrapolagao da concentragdo para
zero nao é possivel.

O aspecto interessante destas curvas é que as diferengas (A - Ana ),
(Ax - Au ) e (Ana-Au ) s@o constantes em um grande intervalo de concentragao
e para cada par de contraions em qualquer grau de ionizagao ( o; ), esta diferenga
representa a mesma fragdo f das diferengas entre as condutividades molares

intrinsecas dos dois contraions, entdo, temos:

1) /()= r»j(‘;;f —

2) /(@)= %%i‘”y)




ANa &= Au)

S)f(af)= (/10 0 (18)
Na Li

Sendo Ak , Au € Ana @ condutividade molar do polimero com o contraion K,
Li e Na respectivamente, A% , A% e A °\a igual a 73,5, 38,7 e 50,1 Scm?mol
respectivamente.

Eisenberg atribuiu a dependéncia entre f e C, as diferengas de densidade

de cargas dos polimeros e experimentalmente obteve o parametro f definido por:

(A, -A
f="r—& (19)
w-2)
Analisando as curvas experimentais de condutividade molar (A) em fungao

de C,'? através da equagdo A=A’ ACp'"? foi constatada a linearidade entre A e

C,'? e tornou-se possivel obter uma relagdo que descrevesse a dependéncia
entre fe Cp .

Substituindo a equagéao (9) na equagéo (3) e esta na equagéo(19) temos:

f= H) = (A‘i = A,cﬁéJ- (A‘; . Ajcﬁ’i]
J

(A(: o A‘;)“ (Af = Ajk:Pyz
& -%)

(@+aR)C2 - (a+ BN )72
& -4)

Bl - A )zt
-4)

f=

f=r-

f=1-

(- A))

1=
w-2)




f=r'0-pC'"%) (25)
Esta relagdo mostrou que f independe do tipo de contra-ion, mas, &
dependente da concentragao do polimero (Cp), devido a constante § que descreve

os efeitos da relaxagao.

APENDICE 2

O comprimento de persisténcia é definido como a proje¢do média da distancia

“vetor i (end-to-end) sobre a primeira ligagdo da cadeia T, no limite do

comprimento infinito da cadeia. Assim:

a= <{-€-’—}i?> n—>wo onde

% é um vetor na diregéo de T;. O comprimento de persisténcia é a medida

1
do comprimento na qual a cadeia “persiste” na mesma dire¢do da primeira

ligagao.
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Para uma cadeia infinitamente longa 0 comprimento de persisténcia pode ser

medido em relagdo a ligagdo Ty distante da Ultima ligagéo, tal que a seja

simplesmente a soma das proje¢des de todas as ligagdes j=>i —> % :

() -

Para cadeias compostas de ligagao idénticas de comprimento /, 0 comprimento de

persisténcia esta relacionado com a regido C, sendo :

az(C'm+1)—£2-

APENDICE 3

Efeito Eletroforético

Considerando um eletrélito simples (cation e anion num solvente A). Quando um
ion move-se através de um meio viscoso, ele tende a arratar-se com a solugdo ao
seu redor, e os ions vizinhos movem-se com ou contra 0 meio(ndo estacionario).
Este efeito € dependente da concentragdo, quando esta tende a zero a diluigéo
infinita. Se os ions moéveis sofrem influéncia de forgas externas, esta distribuigao
pode ser perturbada. No caso da difusdao de um eletrélito simples, todos os ions

movem-se com a mesma velocidade e a simetria da distribuigdo nao é afetada.




Efeito de Relaxagdo

A mobilidade dos ions sob a influéncia de forgas externas podera perturbar
a distribuigdo simétrica destes ions e esta perturbagdo tende a diminuir com a
velocidade dos ions.

No equilibrio a atmosfera idnica esta distribuida em um tempo médio, com

simetria esférica e por esta razéo exerce forga ndo resultante sobre o ion central.

APENDICE 4

Expressando A’ em termos da condutividade molar limite do ion individual temos:

K=K, = f(%+4)
f<1 = um parametro de interagdo (fator de transporte)
Ac’ = condutividade equivalente ibnica (dos contraions)

A’ = condutividade molar limite do polieletrélito

f e Ap° podem ser determinados experimentalmente se A° por medido para dois
contraions que apresentem interagdo idéntica com o poliion.(a linearidade da

curva A vs. Ac’ comprova que a interagdo é do mesmo tipo)
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A° (S em® mEq™)

entdo temos a relagao:

2 3 4 5 6

A - A°

ip Jp

fo=
A

'unesp
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Abstract

The objects of this work were to investigate the applicability of the
polyelectrolyte models to study the conductivity measurements of polysaccharide

solutions and to test the methods of analysis of the experimental data .

Polygalacturonic acid (PGA), which has only weak charged groups, and

chondroitin sulfate (CHS-A), with alternately strong and weak charged groups,
were imployed in this study, obtained by condutimetric titulations.

Three methods of analysis were used: a) the Vink-Kohlrausch method; b)
the Eisenberg method; and c) the Manning model (based on the counterions
condensation model).

The values of linear charges densities, (£), obtained for both
polysaccharides used (¢pca = 1.54 and Ecysa = 1.42) are in good agreement with
the crystolagrafic data (¢pga = 1.60 and &chs.a =1.39 ) pointing out that the methods
of analysis are adequate to describe the behavior of those polysaccharides in

solution.
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