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RESUMO

As propriedades do gel e da solugdo de dextrano foram investigadas por espalha-
mento de luz dinadmico. Medidas do coeficiente de difusdo e da razio Rayleigh
Rg foram realizadas para moléculas de dextrano tanto em solugdo livre como apri-
sionadas dentro do hidrogel de agarose de diferentes concentragdes . As trés mas-
sas moleculares de dextrano investigadas 7 x 10%g.mof™?, 5 x 10°g.mof™* e 2 x
108g.mof=1. O peso molecular da agarose é 1,2 x 10%g.mof™?

A presenca de luz heterédina origindria da matriz rigida de agarose néo impediu
a obtenc@o de resultados de espalhamento de luz confidveis e adequados para a
avaligdo da dindmica do dextrano em solugdes aquosas confinada dentro desta. A
avaliagdo fol realizada em termos do coeficiente de difusdo e da razdo Rayleigh.
Para a menor massa molecular é constatado que, abaixo da concentragdo critica
c*, o produto D.Ry € independente da concentragio da agarose, mostrando que a
reducgdo no coeficiente de difus@o dentro do gel é resultado do decréscimo da pressdo
osmoética na geometria confinada. Para as massas moleculares maiores, efeitos de
entrelagamento entre o dextrano e a rede de agarose podem ser observados para 0s
géis mais concentrados. Para concentractes de dextrano maiores que ¢, com esse
aprisionado dentro da matriz, a estrutura do gel apresenta uma separagao de fases.

As medidas de espalhamento de luz dindmica permitiram a obtengdo de esti-
mativas razoaveis da massa molecular M, ‘e do raio de giro B, das moléculas de
dextrano aprisionadas. O segundo coeficiente virial A; é positivo, indicando que
o sistema agarose-dgua atua como um bom-solvente para o dextrano, mas a razao

entre R, e Ry € menor do que 1,5. Esses resultados sdo interpretados em termos da

ramificagdo da molécula de dextrano.
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ABSTRACT

The dynamic properties of water dextran solutions both in free state and in-
side agarose gels were investigated using photo correlation dynamic light scattering
technique. The measurements were performed at different agarose-dextran-water so-
lution compositions. Three molecular weights of dextran were investigated, 7 x
10%g.mof™?, 5 x 10°g.mof* and 2 x 10%g.mof™'. The agarose molecular weight is
1,2 x 10°g.mof~}. The obtained results were evaluated in terms of dextran diffusion
coeffients and Rayleigh ratio Rs.

The light scatteres from the rigid agarose matriz strongly heterodynes the signal
from de mobile component, thereby allowing measurements both of the diffusion
coeficient and the Rayleigh ratio. For the lowest molar massa it is confirmed that,
below the dextran critical concentration c¢*, the product DRy is independent of the
agarose concentration, showing that the reduction of the rate of diffusion inside the
gel is the result of a decrease in the osmotic pressure in the confined geometry. For
higher molar masses, entanglement effects between the dextran and the network
became noticealble in the more highly concentrated gels. For concentrations of
dextran greater than c*, inside gels, the gel structure undergoes a phase separation.

The dynamic light scattering measurements are-also found to yield reasonable
estimates of the molar mass M, and radius of gyration R, of the trapped dextran
molecules. The second virial coefficient A; is positive, indicating that the agarose-
water acts as a good solvent for dextran, but the radius of gyration R, to the
hydrodynamic radius Rp :is less than 1,5. These resultas are interpreted in terms of

branching of the dextran molecule.
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Simbolo Significado
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R,
Mw
Ao

As
SANS
SAXS
DLS
SLS

Angulo de espalhamento.

Raio de giro.

Massa molecular.

Segundo coeficiente virial.

Terceiro coeficiente virial.
Espalhamento de neutrons a baixo angulo.
Espalhamento de RX a baixo dngulo.
Espalhamento de luz dindmico.
Espalhamento de lus estédtico.
Polarizador.

Vetor de propagagdo do feixe incidente.
Vetor de propagacdo do feixe espalhado.
Vetor de onda.

Comprimento de onda da luz incidente.
Indice de refragao do meio.

Dimensao méxima do objeto.
Concentragéo .

Magnitude do campo elétrico.

Momento de dipolo.

Polarizabilidade.

Intensidade de luz espalhada.
Intensidade de luz incidente.

Disténcia do centro de espalhamento até o detector.
Indice de refragdo do solvente.

Derivada parcial da presséo.




dp Derivada parcial da densidade da solugao .

on Derivada da pressio osmética.

N Numero de moléculas por unidade de volume.

Ny Nimero de Avogadro.

a Magnitude da polarizabilidade.

da Flutuacao em a.

g Temperatura.,

k Pré fator dependente da natureza quimica do polimero e do solvente.
vg Volume de espalhamento no dngulo 6.

Vs Volume de espalhamento no angulo 90°.

p1 e po  Centros de espalhamento.

Py Fator forma.

B, Intensidade de espalhamento a angulo zero.
I Intensidade de luz.

gr Fungdo de correlagdo de campo elétrico.

¥ Tempo de retardo.

D, Coeficiente de difusdo translacional.

w Freqgiiéncia.

r : Taxa de relaxagéo .

D, Coeficiente de difusdo extrapolado para ¢ — 0 e ¢ — 0.
2t Tempo total de medida.

Ry Raio hidrodinadmico.

n Viscosidade do solvente.

kp Coeficiente dinamico.

k¢ Coeficiente de fricgdo de primeira ordem.
1% Volume molar do polimero. |

dn Diametro hidrodinamico.

S(g,w) Densidade espectral total.
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Campo elétrico estdtico.
Campo elétrico flutuante.
Intensidade estética.
Intensidade flutuante.
Complexo conjugado de E.
tempo.

Tempo total de acumulacio .

Fator de coeréncia do arranjo 6ptico.

Funcéo de correlagdo de campo referente ao movimento lento.

Tempo de retardo do dltimo correlador.
Funcao de correlagdo da intensidade.
Grau de heterodinagem.

Transmissdo das amostras.

Razdo Rayleigh do padrao tolueno.
Grau de polimerizagéo .

Distancia média entre as extremidades da cadeia.
Comprimento do segmento polimérico.
Expoente do volume excluido.

Pressdo osmética.

Comprimento de correlagao .

fragdo de volume.

Sinais que dependem do tempo.

Dados brutos de intensidade.

Linha de base.

Fair point.

litro.

Concentragéo do gel agarose.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

1.1 Histodrico

Grande parte do conhecimento atual sobre a estrutura e as propriedades de
solucdes poliméricas foi obtido através de técnicas de espalhamento de luz[l]. A
primeira teoria para o espalhamento produzido por solugdes diluidas, desenvolvida de
forma independente por Flory e Huggins na década de 40, assumia que as moléculas
se comportavam idealmente, ou seja, com o segundo coeficiente virial igual a zero,
condigdo que se mostra valida para um especifico par polimero-solvente ou para
uma mistura solvente-nao-solvente em uma temperatura particular, dita temper-
atura teta (#) ou simplesmente estado § . A partir dessas bases, o espalhamento de
luz estético em solucéo diluida passou a ser utilizado na obtengao do raio de giro da
molécula e de sua massa molecular. Nos anos 70,[2] foi mostrado que as propriedades
das solugoes poliméricas diluidas dependem do comprimento da cadeia e, por isso,
podem ser entendidas por relacdes de escala[3]. Adicionalmente, propriedades como
o coeficiente de difusio, tanto nos regimes diluido como semidiluido, passaram a
ser medidas através da andlise do espalhamento dindmico. Outras grandezas, como
comprimento de correlagdo em solugoes semidiluidas, tornaram-se acessiveis por es-
palhamento de néutrons a baixos &ngulos, técnica correlata do espalhamento de
luz.

Nas 1ltimas décadas, uma variedade de questGes em diferentes sistemas poliméricos
foi estudada por espalhamento de luz, como, por exemplo, o comportamento de

cadeias livres dentro de redes poliméricas inchadas, a dependéncia dos raios de giro



e hidrodindmico com a massa molecular para o poliestireno diluido em benzeno,
o comportamento de géis de cadeias flexiveis ou rigidas ou, ainda, a formacdo de
hidrogéis de poliacrilamida[4].

O comportamento de cadeias livres dentro de redes poliméricas inchadas jé foi
objeto de estudo através de medidas da pressdo de inchamento e de espalhamento
de raios-X a baixo dngulo. Esses estudos mostraram que as cadeias livres dentro
de um gel do mesmo polimero ndo tém o mesmo comportamento que a solugéo
polimérica, mas se comportam como se fossem cadeias adicionais da matriz[5-7].
Medidas de espalhamento de neutrons a baixo dngulo indicaram, por sua vez, que
a cadeia livre dentro da matriz inchada tem uma configuracdo colapsada que é
ainda menor que o tamanho da molécula ndo perturbada em solvente 6[8,9]. A
reducdo do espaggdisponivel na matriz faz com que o novelo polimérico encolha
como se estivesse em presenca de solvente pobre. Além das medidas de pressdo de
inchamento[5,6], pouco se conhece sobre o efeito da matriz gel na susceptibilidade
osmoética das solugdes poliméricas, usualmente definida como o inverso do médulo
osmoético, Kosm.-

Através do espalhamento de luz por solucdes poliméricas diluidas de poliestireno
em benzeno, observou-se que o raio hidrodindmico ndo tem a mesma dependéncia da
massa molecular que o raio de giro[10]. Mostrou também que uma solucéo diluida
de macromoléculas pode ser descrita pelo modelo de esferas rigidas que leva em

consideragdo interagGes hidro e termodinédmicas.

No estudo dos géis de cadeias flexiveis[11-19] tornou-se importante a conside-
ragdo do alargamento da linha Rayleigh[5-9,20-24]. O comportamento observado
em géis de polimeros flexiveis reticulados foi semelhante ao encontrado nas solugdes
polimérices diluidas, ou seja , a largura do componente alargado da linha varia
de acordo com sen2§/2, podendo o coeficiente de difusio ser calculado da mesma
maneira como € calculado para uma solugdo macromolecular diluida. Nos géis,
os pontos de ligagdo da rede atuam como um oscilador local que contribui com
uma componente estitica para o espectro de luz dinamicamente espalhada [25].
Segundo a teoria de Tanaka[l2] o coeficiente de difusdo corresponde a flutuagdes

na densidade que se difundem livremente nos segmentos poliméricos e é igual a



raz&o do mddulo eldstico longitudinal pela forga por unidade de volume necessaria
para manter unitdria a velocidade relativa entre a rede polimérica e o solvente. Na
maioria dos casos, o grau de alargamento da linha Rayleigh é muito pequeno. A
maior parte da luz espalhada é devida a flutuagGes espaciais estaciondrias de longo
alcance na densidade do segmento polimérico, de modo que os sistemas devem ser
investigados como heterédinos. Os coeficientes de difusdo encontrados para géis de
polimeros flexiveis reticulades sio da mesma ordem que os coeficientes de difusdo
das macromoléculas que se difundem com tempos de relaxagdo da ordem de ps para

a luz espalhada a 90°.

A influéncia do polimero dissolvido na formagéo de hidrogéis de poliacrilamida
foi estudada por Giglio e colaboradores através de espalhamento de luz estédtico[4].
O espalhamento de luz dindmico em sistemas terndrios serviu, inicialmente, mais
para a medida do coeficiente de difusio do que para a medida da intensidade da luz
dinamicamente espalhada, ou seja, a razdo Rayleigh. Fazendo o ajuste do indice de
refracao do solvente e do polimero para anular o sinal da matriz, Bansil[21] analisou o
movimento de um polimero dentro do gel. Essa estratégia garantiu que a intensidade
da luz espalhada fosse referente somente ao movimento do polimero livre que estd
dentro da matriz. Também foram feitos estudos sobre a dindmica de cadeias livres
aprisionadas dentro de hidrogéis de biopolimeros[22,23] , e aqui, devido & grande
diferenca entre o indice de refragdo do solvente e da matriz, as técnicas de ajuste
dos {ndices de refragio sdo, usualmente, probleméticas. E geralmente encontrado
que o coeficiente de difusdo do polimero aprisionado é menor do que o da solugdo
livre. Para que a termodindmica da solugdo seja compreendida, no entanto, faz-se

necesséaria 2 medida da intensidade de luz dinamicamente espalhada.

O estudo do comportamento dindmico de misturas poliméricas foi realizado por
Borsali[26,27] e Benmouna[28]. Em géis de cadeias rigidas, como o gel do polis-
sacarideo agarose, que apresenta uma estrutura fibrosa ramificada, morfologica-
mente diferente da estrutura de solugdes diluidas e de géis de polimeros flexiveis
reticulados, o grau de alargamento espectral de luz espalhada é menor ainda. Além
disso, as funcdes de autocorrelacdo ndo sdo exponenciais, os tempos de relaxagéo

sao muito maiores (da ordem ms) e a largura do componente alargado nédo varia



com sen®§/2[22]. Foi sugerido que o pequeno alargamento da linha estd associado
com arranjos e rearranjos na estrutura filamentosa dos géis. Esses géis podem, por-
tanto, ser considerados quase que completamente estdticos ao nivel molecular. A
virtual auséncia de alargamento da linha espectral facilita a medida do coeficiente
de difusdo das macromoléculas compactas (como das fragdes de dextrano medidas
neste trabalho) em movimento dentro do gel, tornando possivel a investigagdo de
seus espaos intersticiais. Eld permite, ainda, que seja feita uma estimativa de massa
média por unidade de comprimento da rede fibrosa.

Apesar do grande niumero de trabalhos dedicados a2os biopolimeros, o estudo
da dindmica molecular desses sistemas ainda € incipiente. Algumas propriedades e
transicoes estruturais em polissacarideos, como dextrano e agarose, biopolimeros de
larga ..plicacdo na pesquisa e industria, sdo ainda motivo de certa controvérsia. Nesse
sentido, com o0 objetivo de esclarecer o ponto referente a dindmica deste sistema,
o movimento das cadeias livres de dextrano dentro da agarose foi estudado por

espectroscopia de correlagio de f6tons[29)].

1.2 Biopolimeros
1.2.1 Dextrano

O dextrano € um polimero biocompativel e biodegraddvel produzido em escala
industrial e comercializado de acordo com & aplicagdo almejada, em diferentes mas-
sas moleculares[30]. A razdo de trés grupos hidroxilicos por unidade glicosidica faz
com que o polimero seja facilmente modificidvel através de reacdes de reticulagdo
ou formacdo de complexos, obtendo-se, assim, hidrogéis que diferem em suas pro-
priedades e aplicacgoes. |

Naturalmente ele é produzido a partir de materiais que contém sacarose e que
nao sao adequadamente preservados, sendo dessa forma contaminados por bactérias
presentes no meio ambiente. Em laboratério, os dextranos sdo produzidos a partir
do crescimento dos organismos e da subsequente purificacdo da enzima por eles

produzida.

Pasteur em 1861 estudou o dextrano, e Scheubler em 1874 determinou sua
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Figura 1.1: Estrutura guimice do deztrano.

férmula empirica, tendo-o denominado de dextrano[31].

A estrutura do dextrano, conforme figura 1.1, foi determinada em 1954, época
em que a natureza das ramificagdes, seu comprimento e sua distribuigao zinda nao
tinham sido bem definidas.

Este polimero e seus derivados tém uso importante na fabricacédo do substitu-
tivo do plasma sangineo e de anticoagulante, na manufatura de peneira molecular,
aditivos alimenticios, na industria de explosivos e de gomas de alta viscosidade.

O derivado de dextrano mais largamente usado é obtido pela reagdo de uma
solugao alcalina de dextrano com épicloridrina resultando em cadeias reticuladas. O
produto é um gel usado como peneira molecular. Matrizes de dextrano reticulado
também tém sido usadas como um suporte sélido para fins cromatogréaficos.

Os mercaptodextranos tém grande afinidade por ions de metal pesado, tais como
prata, mercirio, cobre e ouro. A alta afinidade por ions de metais pesados combi-
nado com a baixa toxidez sugere o seu uso para descontaminagdo do meio ambiente
poluido por esses materiais.

Muitos outros derivados do dextrano como carbonatos, triacetatos, palmitatos,

fosfatos, nitratos e éteres benzilicos e hidroxialquilicos, tém uso no encapsulamento e



na manufatura de comprimidos na indidstria farmacéutica como agente emulsificante
e espessante, em gomas de alta viscosidade, em explosivos, e em condicionadores do
solo. Em 1970, o dextrano foi reconhecido como o principal componente da placa

dental com participagdo ativa no desenvolvimento das céries dentéarias.

1.2.2 Agarose

Algas marinhas tém sido usadas pelo homem hd mais de dois mil anos [32]. Suas
aplicacoes iniciais foram reservadas a alimentagdo animal, fertilizantes e, nos séculos
XVIII e XIX, como fonte de soda e iodo. Durante os tltimos quatro séculos, as algas
também tém sido usadas na produgdo de ficocoldides. Esses s@o os polissacarideos
soliveis em dgua, obtidos a partir de algas marinhas. Entre eles, os mais importantes
na escala econém’ :a sdo o agar e a agarose extraidos das algas vermelhas do género
Gelidium ou Gru.cilaria[33,34] .

O agar € formado por um conjunto de vérios polissacarideos, todos formados por
agarobiose, diferindo quanto ao grau de substituintes e as suas propriedades fisico-
quimicas. Por fracionamento fisico-quimico do agar, segundo Duckworth e Yaphe, €
possivel separar esses polissacarideos em diferentes fragdes: as que apresentarem ele-
vadissimas propriedades gelificantes e baixissimo contetddo de cargas sdo chamadas
de agarose. sendo classificadas em funcdo da natureza, da fonte e dos métodos de
extracéo e do fracionamento.

A estrutura quimica da agarose é descrita como um dissacarideo repetitivo ideal-
izado, a agarobiose: [— 3) — f—D-galactose-(1 — 4)— 3,6-anidro-a-L-galactose-(1]n,
conforme a figura 1.2[32,35,36]. A agarose é caracterizada por apresentar uma baixo
grau de substituicdo com os grupos sulfatos e piruviratos e por conter quantidades
variadas de grupos metoxi.

A agarose forma géis firmes, de alta resisténcia mesmo a baixas concentragdes do
polimero (menor que 1% em massa) com boa transparéncia, adquirindo em solugao
uma conformacio mais flexivel. Porém, quando o gel se forma, ocorre uma mudanca
na conformagdo das moléculas e essas passam por uma transicio de novelo para

hélice[18]. A transigdo é verificada quando ocorre um abaixamento da temperatura,
na faixa 30 a 40°C.
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Figura 1.2: Estrutura repetitiva da agarose.

Solugoes de agarose quando resfriadas formam géis espontaneamente. A formacao
do gel é termoreversivel, mas mostra certa histerese, isto é, temperaturas de fuséo
e gelificagdo ndo as mesmas, 80-90°C e 30-45°C, respectivamente(32,37]. As pro-
priedades fisico-quimicas e reoldgicas desses polissacarideos estdo ligadas a sua es-
trutura quimica, massa molecular ponderal média e distribuicdo da massa molecular.

A agarose é um suporte inerte de origem natural, modificdvel por sintese organica
com o mais alto poder de gelificag@o entre os coldides naturais. Na forma de gel, a
agarose mostra quase que ilimitada estabilidade, e nem reagentes nem modificagoes
quimicas sdo necessérias para preservé-la. Assim, evitam-se interferentes nos produ-
tos destinados a técnicas como cromatografia e eletroforese que envolvem agarose.

As aplicagdes da agarose variam desde seu uso em laboratério até a larga uti-
lizagdo na inddstria. Por estar livre de micro impurezas, pode ser usada como
meio de cultura para micro-organismos e para o fracionamento de macromoléculas
bioldgicas. Pelo fato de ser um polissacarideo praticamente neutro, encontra aplicagéo

na biogquimica, na inddstria de alimentos e como agente gelificante[38].
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Capitulo 2

OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho foram centrados basicamente em duas proposicoes

A primeira delas foi conhecer o comportamento dindmico do polimero flexivel
dextrano, de diferentes massas moleculares, aprisionado como solugdo aquosa em
uma matriz de gel rigido. Esse estudo foi feito de forma a comparar os resultados
obtidos para a solugdo do polimero livre como soluto em dgua com aqueles obtidos
para a solugdo confinada dentro da matriz rigida de agarose. A metodologia de
espalhamento de luz dindmico através da técnica de correlagao de fétons foi usada
para avaliar a sua aplicabilidade em sistemas de géis rigidos , os quais podem ap-
resentar luz espalhada heterédina. Posteriormente, a partir da andlise da fungéo de
correlacdo , obtivemos os parametros dindmicos do sistema.

A segunda proposicao foi, a partir da avaliagdo das medidas de intensidades
de luz dinamicamente espalhada, determinar pardmetros relacionados com o soluto
(dextrano) tais como M,, R, e também o parametro A, caracteristico do sistema
soluto-solvente. Classicamente esse-s pardmetros sio determinados por medidas de
espalhamento de luz estético.

Em relacdo ao modelo teérico utilizado nesse trabalho, o mesmo constitui-se
da adaptacdo da teoria cldssica de espalhamento de luz 'para sistemas de macro-
moléculas e géis.

A combinagdo dos resultados do comportamento dindmico (D) com os da in-
tensidade (Rg) permitiram a avaliacdo da influéncia da matriz de gel rigido sobre a

pressdo osmotica da solugdo de dextrano.



Capitulo 3

FUNDAMENTOS TEORICOS

As técnicas de espalhamento utilizadas para a caracterizagao de sistemas poliméri-
cos podem empregar radiagdo eletromagnética de diferentes comprimentos de onda
[24,39]. Podem ser citadas técnicas, como SANS (espalhamento de néutrons a baixo
angulo), SAXS (espalhamento de raios-X a baixo dngulo), DLS (espalhamento de luz
dindmico) e SLS (espalhamento de luz estédtico)[40,41]. As técnicas SANS e SAXS
sao adequadas para obter medidas numa escala que varia de 10 — 10%4 , enquanto
os resultados obtidos por DLS e SLS se situam na faixa de 10 — 10* A. Embora o
embasamento tedrico dessas técnicas seja semelhante, as informacées fornecidas por
cada uma delas sdo diferentes no que diz respeito as escalas de magnificagdo, que

podem caracterizar propriedades globais ou locais do sistema.

Quando uma fonte de luz laser monocromética passa através de um meio trans-
parente, essa é espalhada devido s flutuacdes de densidade (liquidos puros) ou
devido as flutuacdes de concentr;qéo (solugoes)[42]. Se a luz espalhada é medida
num periodo de tempo muito maior que o tempo caracteristico das flutuagoes. nao
hé deslocamento na freqiiéncia e o espalhamento ¢ dito eldstico; as flutuagdes de
densidade nas solugbes e suspensdes, porém, sdo dependentes do tempo devido ao
movimento browniano das particulas. Assim, a freqiiéncia da luz espalhada por tais
materiais tem um espectro de freqiiéncia caracteristico com dependéncia temporal
das flutuagdes e do movimento das particulas. Como a diferenca entre as freqgiiéncias
da luz espalhada e incidente é pequena, esse tipo de espalhamento é chamado quase

eldstico[43]. A figura 3.1 representa um experimento esquemaético de espalhamento



de luz[39], onde o feixe de luz incidente que passa através de um polarizador p; com
vetor de propagacdo k; é espalhada em todas as direcoes.

Somente a luz espalhada do vetor de onda kg com polarizagdo ps atingem o
detector. O angulo entre k; e ks é denominado angulo de espalhamento 6 e os
comprimentos de onda da luz incidente e espalhada praticamente ndo variam. Com
base nessas consideracdes podemos definir geometricamente o vetor de onda q através

da lei dos cossenos, conformre segue abaixo:

kr = kg (3.1)

onde k; e ks s8o os vetores de propagacéo da luz incidente e espalhada respectiva-

mente.

2mn
= 3.2
ks 1= () (32)
¢ =|kr—ks | (3.3)
Se o produto escalar
kre ks = kyecosf (3.4)
e
kr = ks (3.5)
2= 9k% -2k 8 3.6
¢ = 2k7 7. COS (3.6)
2 2
1 —cosf sin @ -
F—| =|— (3.7)
2 2
sendo
. o0
1 —cosf = 2sin 5 (3.8)

Substituindo a equagdo 3.8 na equagdo 3.6 chegamos na equagdo do vetor de

espalhamento, definida como

g
= —sin —. .9
g S St (3.9)
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Figura 8.1: Ezperimento genérico de espalhamento de luz, onde k; é o vetor de onda do
feize incidente; py € o polarizador; ks € o vetor de onda da luz espalhada que serd detectada
pela fotomultiplicadora e 8 € o dngulo de espalhamento. O volume de espalhamenio € a

regid. definida pela intersecgdo do feize incidente com o feize espalhado.

onde n € o indice de refracio do meio, A, é 0 comprimento de onda da radiagdo

incidente e 6 € o dngulo de espalhamento.

O vetor de espalhamento g(cm™") estd relacionado com as dimensdes do objeto
observado e é diretamente proporcional ao dngulo, conforme figura 3.2, onde £ é a

dimensdo mdxima do objeto observado e % € a escala de comprimento.

Variando o dngulo de espalhamento e, consequentemente, o valor de ¢ , difer-
entes porgbes da cadeia podem ser observadas. Isso se traduz na observacdo de
propriedades locais quando ¢/ > 1 (observagdo da conformacio e movimentos in-
ternos da cadeia polimérica) ou de propriedades globais quando ¢f < 1 (leis de
escala)(3]. =

No caso do espalhamento DLS ou SLS, o espalhamento de luz ocorre, porque
0 meio é ndo-homogéneo. O movimento aleatério das moléculas, como no caso
de solugbes poliméricas, cria zonas com diferencas de concentragdo, tendo como
conseqiiéncia diferentes constantes dielétricas e indices de refragéo.

O espalhamento de luz no modo estético (SLS) permite determinar massa molec-
ular (Mw) , raio de giro (R,) e segundo coeficiente virial (4;) . J4 as propriedades

dindmicas fornecem o valor do coeficiente de difusdo de onde se pode obter o raio

hidrodinamico Rp[2].
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Figura 3.2: Relagdo entre ¢ dimensio mdzima do objeto (£) e o vetor de espalhamento q.
3.1 Espalhamento de luz estatico

O desenvolvimento da teoria do espalhamento de luz estdtico comegou em 1871
com Rayleigh, prosseguiu com Smoluchowsky e Einstein e, mais tarde, Debye aplicou-
a para solugdes de polimeros e de coléides(44].

O espalhamento de luz estdtico ou cldssico (SLS) é um dos métodos mais utiliza-
dos para a caracterizagdo de polimeros. As particulas que espalham luz estdo em
movimento térmico durante a medida, porém a luz espalhada é detectada durante
um periodo de tempo muito mais longo que a escala de tempo do movimento das
particulas. A luz espalhada é uma média sobre o niimero de particulas no volume
de espalhamento, ou seja, é uma medida equivalente ao estado estdtico[2].

Conhecido o incremento do indice de refragdo do sistema polimero-solvente,
dn/dc, a partir de um mesmo mesmo experimento, em regime diluido ou com ¢L < 1,
a intensidade média da luz espalhada, a diferentes 4ngulos, para diferentes concen-
tracdes, pode ser relacionada com a massa molecular ponderal média (M), o se-
gundo coeficiente virial As e o raio de giro médio da molécula (Rﬁ)1 /2 . A expansao
do novelo polimérico e as propriedades termodinédmicas da solugéo de polimero de-
pendem das interagbes polimero-solvente, ou seja, o segundo coeficiente virial e o

raio de giro sdo dependentes do solvente.
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Os parametros My, As e (R2)!? sdo propriedades estdticas da macromolécula
solvatada, ou seja, ndo dependem da dindmica browniana da cadeia, que é resul-
tante das forgas de fricgdo entre segmentos da cadeia e solvente, desconsiderando as
flutuagdes ou distribuigoes de freqiiéncia.

Se uma particula opticamente isotrépica for submetida a um campo elétrico de
magnitude F' e um momento de dipolo p for induzido na particula, p sera paralelo
& direcdo do campo elétrico.’ A magnitude do momento de dipolo é proporcional &

intensidade do campo elétrico, e a é a polarizabilidade da particula

B =0k (3.10)
Rayleigh deduzi: uma equacgédo para descrever o espalhamento de luz em gases:
Is _ 167%a’

L, &

onde, Ry , 2 razdo Rayleigh, é a razdo entre Ig, a intensidade da luz espalhada total

Ry =

(3.11)

menos a intensidade da luz espalhada pelo solvente puro dividido pela intensidade da
luz do feixe incidente, I,, r é a distancia do centro de espalhamento até o detector.
A equagao 3.11 néo é vélida para o espalhamento em solugbes macromoleculares[44].

Em solucdo, as moléculas que espalham luz estdo imersas em um solvente, de
indice refracdo n,, enquanto, em um gés diluido, elas estdo livres no espago, onde o
indice de refracdo é a unidade.

A intensidade da luz espalhada é determinada pelo quadrado do valor médio
das flutuagdes da polarizabilidade-da molécule, (Aa)?. Na solugdo, as flutuagdes
resultam das flutuagdes de densidade e concentragdo. As flutuacbes de densidade
sao governadas pela compressibilidade isotérmica RT(8p/0p), e as flutuactes de
concentragdo, pela compressibilidade osmética RT(8c/0x), onde p é a pressao, p é
a densidade da solugéo, 7 é a pressdo osmética e ¢ é a concentragéo[45].

A polarizabilidade a da equagdo 3.11 esté relacionada com o indice de refragao

n por

n—1

2 _m2
n ng,



sendo n o indice de refragdo da solugéo e n, o indice de refragdo do solvente. O
numerador da equacgao 3.12 é a medida da polarizabilidade total por unidade de
volume, incluindo a polarizabilidade do solvente. A polarizabilidade o é a diferenca
entre a polarizabilidade de uma molécula de soluto e uma de solvente. Para solugdes
diluidas e moderadamente concentradas, as flutuages de densidade sdo consideradas
praticamente iguais as do solvente puro: a diferenga entre os indices de refragio da
solucdo e soluto sdo degpreziveis. A aplicacdo da expansdo de Taylor para uma

solugdo diluida resulta em n? — n2 = 2n,(dn/dc)c

__ no(dn/dc)c
o= (3.13)

onde c = N %:’- é a concentragdo do soluto na solugdo, N é o nmero de moléculas
por unidade de volume, M,, é massa molecular ponderal do soluto e N4 é o niimero
de Avogadro.

A equagdo 3.11 combinada com a equagdo 3.13 resulta na equagdo abaixo, a

partir da qual se calcula a intensidade da luz espalhada para N particulas

T e dr?cM,(dn/dc)?n?
o NN 472

(3.14)

onde alguns termos podem ser agrupados como valores constantes para um deter-
minado experimento de espalhamento de luz, do que resulta um fator de contraste

Otico para luz incidente verticalmente polarizada igual a

- 4n?n%(dn/dc)?
K = A kaith 3.15
= (3.15)
e com 6, = 90° , a expressdo pode ser simplificada para
Kc 1
i TN 3.16

Essa equagao € aplicada no caso limite, onde as interagdes intermoleculares nao
sejam consideradas, como em ¢ = (. Uma vez que interagbes existem para con-
centragdes finitas, é necessirio encontrar uma expresséo que as considere. Debye e

Einstein[2] escreveram a polarizabilidade como
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a=a +éa (3.17)

onde @' é a magnitude da polarizabilidade e §« é a flutuago em a. Com argumentos
termodindmicos, pode ser mostrado que a temperatura constante 7, a pressao p.
o numero de espalhadores N e as flutuagdes em a sio relacionadas ao potencial
quimico, o que pode ser expressado em termos da pressao osmética da solugdo.

Assim, a na equagdo bésica do espalhamento de luz estético serd

Kc 1 On
—=|—=—. (3.18)
Ry RT &8¢
Ela expressa a dependéncia da pressiao osmética com a concentragdo em termos
de uma expansao virial, de modo que a equagéo 3.16 pode ser reescrita como
KC 1

—=—424 Ase? s 3.19
T oc + 3.A3c” + ( )

onde A; e A3 sdo o segundo e terceiro coeficiente virial, respectivamente, e descrevem
o afastamento da equagdo limite 3.16 causado pelas interagoes intermoleculares em
concentragao finita. O terceiro coeficiente virial, por ser muito pequeno, pode muitas
vezes ser desprezado, a menos que a moderadas concentragoes de soluto ocorra
curvatura na dependéncia da concentragio na razdo ¢/Rg. Na maioria dos casos, os
dados de espalhamento sao rigorosamente lineares para concentragdes razoavelmente
grandes|2].

Na década de 40, a teoria para solugdes polimeéricas diluidas foi apresentada por
Flory e Huggins separadamente. O resultado desses trabalhos indicou que cadeias
poliméricas poderiam se comportar idealmente (A; = 0). Essa condigdo é valida
tanto para um par especifico polimero-solvente a uma dada temperatura teta (6)
quanto para uma combinagéo solvente-ndo solvente chamada de estado teta (6). Na
condigdo teta, o volume excluido desaparece e uma estimativa segura do raio da
particula a partir de A, é impossivel. Um nimero qualquer de cadeias poliméricas
pode ser adicionado ao volume, e todas poderiam se misturar identicamente. De
uma maneira simplificada, as forgas atrativas e repulsivas entre as macromoléculas

e o solvente e entre qualquer outro componente da solugéo se cancelariam|2].



O segundo coeficiente virial, como conseqiiéncia, pode ser descrito em termos das
forgas entre o solvente e a cadeia polimérica, ou seja, interagoes polimero-polimero
e solvente-polimero. Se a interagdo polimero-solvente é grande, o novelo estard es-
tendido e o solvente é bom. Nesse caso, A, apresenta um valor positivo. De modo
oposto, se as forgas polimero-polimero dominam as interagdes na solugéo, as cadeias
podem colapsar inter e/ou intramolecularmente. Neste caso, o segundo coeficiente
virial e o volume excluido sao negativos. Quando as forgas atrativas sdo dominantes,
pode ocorre separacdo de fases. Um solvente que produz um valor negativo para
As é dito um solvente pobre. Tal como outros pardmetros caracteristicos da macro-
molécula (raio de giro, viscosidade intrinseca e coeficiente de difusdo translacional),
o segundo coeficiente virial, para uma série de fragbes quimicamente homogéness,

pode ser expresso em termos da massa molecular como
A = k3L, (3.20)

onde o pré fator k depende da natureza quimica do polimero e do solvente, e o
expoente b depende do solvente e da forma do polimero. Em bom solvente, para
cadeias lineares e flexiveis, o valor tedrico de b estd entre -0.20 e -0.30.

A equagdo 3.19 é vélida para qualquer tipo de particula que espalhe luz com
dimensoes menores que A/20 e, nesse sentido, a razao Rayleigh serd independente

do angulo se for feita uma corre¢do de volume tal que

Vs = vgSiné (3.21)

onde vg é o volume de espa.lhameﬂto no angulo 4, e vs é o volume de espalhamento
em 6 = 90°.

Se a particula que espalha luz é maior que )\/20, diferentes pontos da particula
estardao sujeitos a diferentes intensidades do campo elétrico, o que determinard a
ocorréncia de diferengas de fase entre a radiagéo espalhada por dois centros espal-
hantes p; e p. A disténcia entre dois centros espalhantes pode ser expressa pelo
angulo de espalhamento segundo a equagao 3.9.

Essas diferencas de fase entre os vérios pares de centros espalhadores de luz

causam interferéncia destrutiva da luz espalhada. A intensidade da luz espalhada



apresenta dependéncia angular conforme a equacdo 3.21, devido & diferenca ‘entre
os comprimentos dos caminhos do espalhamento dos dois centros que espalham luz,
apresentando valor méximo quando o dngulo de espalhamento é zero e diminuindo
conforme aumenta o angulo de observagdo. Essa dependéncia angular € sensivel
a forma das particulas individuais e também ao arranjo das moléculas em solugéo
mais concentrada. Para solugfes diluidas somente a particula espalhante é relevante,
sendo a dependéncia angular‘descrita pelo fator forma da particula. Essa reducéo

na intensidade é o fator forma e é representado por P(#)[45,46]

Rg
i -
o

onde R(f) é a intensidade de espalhamento a dngulo finito e R, é a intensidade de

(3.22)

espalhamento a angulo zero.

O fator forma P(f) depende da forma geométrica da particula que espalha luz
ou da forma média no caso de particulas flexiveis. No entanto, P(f) torna-se inde-
pendente da forma geométrica das particulas quando # se aproxima de zero e esta
condigdo limite vem a ser a medida do raio de giro da particula. E preciso realizar
o experimento em regime diluido e é necessdrio que os dados obtidos para cada
angulo sejam extrapolados & concentragdo zero para o célculo do raio de giro. Ao
mesmo tempo, também é necessirio extrapolar os dados de cada concentracéo para
angulo zero de forma a se obter a massa molecular ponderal média M,, e o segundo
coeficiente virial A;[44].

Desprezando os termos maiores que os de segunda ordem, P(f) é dado por

lim P(6) =1 - ¢*(R2)/3 (3.23)

e (R2) é o raio de giro quadrético médio da particula.
Correcoes devidas as interagdes P(8) inter e intramoleculares foram feitas por
Zimm e fornecem|2]
K. 1 1 7.'2113 6

—_— = - 2 sin? — +2 X 3.24
B A 1 3z (Rg)sm . Asc ( )

O valor da massa molecular ponderal média (M,,), do segundo coeficiente virial
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(Az) e do raio de giro (Rg) podem ser obtidos pelo método de Zimm. Tal método é
aplicado, tragando-se um grafico %f versus sen0/2 + kc , onde k é uma constante
arbitraria para separar graficamente as curvas de espalhamento individual a difer-
entes concentragoes. Extrapolando os dados para 8 = 0, obtém-se um grafico de
—KR:" versus kc , o qual através da equacao 3.19 fornece 1/M,, , inverso da massa
molecular ponderal, como resultado da intersec¢do com o eixo das ordenadas. Jd
2A5/k, o dobro do segundo coeficiente virial dividido por k é a inclinagdo dessa
reta. Extrapolando os mesmos dados para ¢ = 0, obtém-se um gréfico de /Ry versus
sen’f/2 . A intersecdo desse grafico é a mesma que a anterior,1/M,, , e a inclinagdo

limite é a medida do raio de giro R,.

3.2 Espalhamento de luz dinadmico

Nos ultimos vinte anos, as modernas técnicas de espalhamento de luz dindmico
tornaram-se extremamente sofisticadas e suas aplicacdes muito diversificadas [47,48].

O estudo do espalhamento de luz dindmico data de 1914 quando Leon Bril-
louin publicou uma curta nota tedrica descrevendo a distribuigdo das freqiiéncias
da luz espalhada das flutuagdes de densidade termicamente excitadas em um corpo
isotropico.

Gross fez a primeira determinagio experimental da distribuicdo de fregiiéncia
da luz espalhada por um liquido, observando uma linha central além do dublete
de Brillouin. Landau e Placzek, em 1933, explicaram a linha central devendo-se a
flutuacoes de densidade por ﬁutua:gc'}es da entropia que nfo se propagam a pressio
constante.

Vérios grupos de pesquisa nos anos seguintes estenderam e aplicaram a teo-
ria para estudar espalhamento em corpos viscoeldsticos, superficies e espalhamento
despolarizado. A grande dificuldade constituiu-se na obtencéo de resultados experi-
mentais confidveis e precisos devido ao uso de fontes dticas cldssicas combinadas
com técnicas de detecgao fotogréfica.

Com o desenvolvimento do laser na década de 1960 combinado com o uso de

sistemas de detecgdo do tipo fotomultiplicadores, as técnicas de espalhamento de luz
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dinédmico obtiveram uma rapida evoluc¢do. O desenvolvimento de fontes a laser cada
vez mais estaveis e sofisticados permitiram a medida de deslocamento de freqiiéncias

menores do que megahertz, capaz de detectar linhas de espalhamento muito fracas.

Em 1964, Robert Pecora, tendo revisado a bibliografia existente na época, for-
mulou uma teoria com base na funcdo de correlagédo, introduzindo a técnica de
espalhamento de luz quase eldstico ou espectroscopia de correlagao de fétons. O
destaque foi a possibilidade de medir deslocamentos de freqiiéncias muito pequenos
que, para a luz espalhada por solugdes diluidas de macromoléculas, informam sobre

a difusdo das mesmas.

Foi mostrada teoricamente a utilidade do espalhamento de luz quase eldstico para

caracterizar a dindmica translacional, rotacional e interna das cadeias poliméricas.

As técnicas “optical beating”™ foram introduzidas por Forrester, Gudmunsen e
Johnson em 1955, como uma alternativa para a espectroscopia convencional de alta
resolucdo. Cummins, Knable e Yeh imaginaram que variagbes da técnica discutida
por Forrester poderiam ser usadas para medir as pequenas mudangas na freqiiéncia
previstas por Pecora em espalhamento de luz em solugtes macromoleculares diluidas.
Com um laser He-Ne como fonte de luz e usando a chamada técnica heterédina “op-
tical beating” eles mediram o coeficiente de difusdo de esferas de ldtex de poliestireno
dispersas em agua. Depois Ford e Benedek. mediram a difusividade térmica do SFs
proximo de seu ponto critico, usando técnica homdédina “optical beating”. Alpert,
Yeh e Lipworth da Universidade de Columbia estudaram o decaimento da flutuagio
de concentracdo de uma mistura liquida bindria préximo ao seu ponto consoluto.

Gradualmente os analisadores de espectro, inicialmente utilizados como filtros de
pés-deteccdo, foram substituidos por autocorreladores, e novos termos surgiram para
designar esse tipo de estudo, tais como espectroscopia de flutuagdo de intensidade
e espectroscopia de correlacdo de fétons. Espectroscopia de correlagéo de fétons é
uma técnica digital para medir as flutuages de intensidade onde um numero de
fétons chega ao detector num intervalo de tempo. Esse nimero de fétons é contado
repetidamente e sua funcdo de autocorrelagio temporal é computada. Técnicas
de correlagdo digital melhoram em muito a razdo sinal-ruido em experimentos de

espalhamento de luz dindmico.
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Figura 3.3: a) Flutuagdo da intensidade da luz espalhada (dados brutos); b) Fungdo de
correlagao de intensidade normalizada; ¢) Fun¢do de correlagiao do campo elétrico da luz

espalhada.

Na década de "0, foram escritas importantes monografias sobre espalhamento de
luz dindmico. Em uma delas, Benjamin Chu(39] enfatizou o aspecto experimental,

e, na outra, Berne e Pecora enfocaram o aspecto tedrico[24,48].

3.2.1 Fundamentos do espalhamento de luz dindmico

Espalhamento de luz dindmico, também chamado de espalhamento de luz quase-
elastico, estuda as flutuagdes temporais da concentracio numa escala de tempo
menor que 107%s. Através da anélise da distribuigdo de freqiiéncia das flutuagdes
de concentragdo, obtém-se o coeficiente de difusdao translacional das moléculas ou
particulas. Uma vez obtidos os sinais das flutuacdes de intensidade de luz espa-
lhada no tempo, esses sdo correlacionados por uma funcédo de autocorrelagéo, que
¢ uma medida da similaridade entre duas quantidades. Por meio da aplicagio da
transformada de Fourier na curva de correlagio, obtém-se o espectro de flutuagéo
das freqliéncias (Figura 3.3).

As particulas que espalham luz estdo numa faixa de tamanho relativamente es-
treita e, por isso, apresentam velocidades similares seja qual for a direcdo de seus

movimentos aleatdrios. Devido a essa similaridade, a luz espalhada é correlacionada

no tempo.



A funcdo de autocorrelagdo entre os sinais I(t) e I(t + 7) é definida como

G(7) = lim [3 [ tI(t)I(t-i—'r)dt = (I*)(1 + ¢*()) (3.23)

2t—oo | £
onde 2t é o tempo total das medidas, t o tempo inicial de cada medida, e I(t + 7)
¢ a forma do sinal I(t) depois de um tempo de retardo 7. Do gréfico da funcao de
correlacdo g(7), obtém-se o tempo de relaxacéo definido como o tempo médio para

uma molécula difundir sobre uma disténcia 1/¢ e dado por

1
D.q*
A aplicacdo da transformada de Fourier na funcdo de correlagéo resulta num

T =

(3.26)

espectro de intensidade em funcéo da fregiiéncia, aproximada por

Hi % f_‘: expiwt(BR)E(t + 7))dt (3.27)

onde I(w) é a "quantidade” do sinal I que estd na freqiiéncia w, sendo I(w) deno-
minada densidade espectral. As fungdes I(w) e E(t)E(t + 7) sao transformadas de
Fourier uma da outra de modo que, a partir da determinac@o experimental de uma,
tem-se a outra[24].

No caso de particulas esféricas que se movem em um fluido e que n&o interagem

entre si, bem como no caso de solugdes monodispersas, onde gR, << 1, a fungdo de

correlacdo é definida como

g(r) = Aexp(-Tt) (3.28)
onde I' é dado por
= D% (3.29)

O termo D, é o coeficiente de difusdo translacional. I' , chamado de taxa de
relaxacdo, também pode ser obtido por meio do ajuste dos dados experimentais da
correlagdo por uma curva gaussiana ou lorentziana, sendo I' a meia largura & meia
altura da curva da distribuicdo de freqiiéncias, conforme figura 3.4.

Conhecendo-se os pardmetros para o célculo de g , o coeficiente de difuséo transla-

cional D. pode ser calculado. Esse coeficiente de difusdo translacional aparente é
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Figura 3.4: Espectro de correlagdo no dominio da frequéncia.

um valor médio, considerando-se que ele seja 0 mesmo para todos os valores de g
Através do coeficiente de difusdo translacional podem ser determinadas certas
propriedades das particulas ou moléculas das solugdes e dispersoes[43,49,50].

Na parte (a) da figura 3.3, estdo representadas as flutuagbes de intensidade da
luz espalhada. Aplicando-se a equagdo 3.25, obtém-se a fungdo de correlagio das
intensidades no dominio do tempo, figura 3.3 parte (b), de onde se obtém o valor do
tempo de relaxacio e, aplicando a transformada de Fourier na equagéo 3.25, temos
a funcgdo de correlagdo de campo elétrico no dominio do tempo, parte (c) da figura
3.3

Para cada dngulo medido hd um valor para I', de modo que o coeficiente de
difusdo serd um valor constante para macromoléculas suficientemente pequenas. Se
o gréfico de I'(¢?) for linear passando pela origem, significa que temos um tnico
centro de massa se difundindo. Nesse caso, o coeficiente de difusdo translacional
refere-se somente a relaxagées intramoleculares, de modo que gL < 1.

Porém D, também é dependente da concentragdo, podendo ser obtido desde que
se determine o coeficiente de difusio para cada concentragdo e se extrapolando a

g — 0 eac— 0.0u seja,

o (-5) (3.30)
g P

Para o valor de D,, isto é, coeficiente de difusdo translacional a diluicdo infinita
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extrapolado para dngulo zero, vale 2 relagido de Stokes-Einsten

3
D=
. 6rn Ry

(3.31)

da qual se pode calcular o raio hidrodindmico R que corresponde ao raio de uma
esfera compacta que apresenta o mesmo coeficiente de difusdo do polimero em es-
tudo. Na equagdo 3.31, k é a eonstante de Boltzmann, T é a temperatura da solugio

em Kelvin, e n é a viscosidade do solvente.

Da inclinagao do gréfico de D, = (Erf) versus ¢ (concentragdo) obtém-se o
g—o0
coeficiente kp, conhecido como coeficiente dindmico.

No caso de solugGes moleculares onde fortes interacdes das moléculas com sol-

vente estdo presentes, grandes efeitos da concentragdo podem ocorrer de modo que

Di=Dy(1+kpC +...) (3.32)

onde

kp =2AsM — ky— (NAVA/M) (3.33)

sendo M a massa molecular, k¢ o coeficiente de fricgdo de primeira ordem, e V3 o
volume molecular do polimero. Se o solvente for solvente teta, A; = 0 e kp terd valor
negativo. A relacdo de kp com as propriedades moleculares pode ser estabelecida
através do calculo do didmetro hidrodindmico dj.

Para moléculas em forma de bastoes rigidos a difus@o rotacional também pode

ser medida por espalhamento de luz. A densidade espectral total S(q.w) para tais

particulas é

S(q: W) == Stmns(‘l: U) -+ Srot(q:w) 4 Stmna-!—rot(Q:W) (334)

onde os termos sio, respectivamente, as contribuigdes translacionais, rotacionais e
translacionais misturadas com rotacionais. O termo q é o vetor de onda, e w é a

frequéncia[43].



3.2.2 Espalhamento de luz dinamico em géis de agarose

O sinal proveniente da amostra é registrado pelo detector como valor quadratico
do médulo dos campos elétricos estdtico e dindmico, ou seja, a intensidade da luz
espalhada dinamicamente segundo a funcdo de correlacao da intensidade.

O feixe incidente de luz monocromética laser tem comprimento de onda, freqiiéncia,
fase e amplitude bem definidos. Depois da incidéncia da luz sobre a amostra em
estudo, ocorrem interferéncias construtivas e destrutivas que alteram a fase e am-
plitude das ondas eletromagnéticas iniciais. O feixe de luz espalhada traduz as
propriedades do sistema em estudo.

Os movimentos da matriz de agarose, a qual é formada por bastdes rigidos,
sdo extremamente lentos quando comparados com o movimento do polimero livre
dextrano, que estd aprisionado dentro da matriz, sendo considerado que a luz es-
palhada pela rede é puramente estdtica, variando sua intensidade de espalhamento
conforme a parte da amostra que é observada. A matriz de agarose espalha a luz
fortemente sendo, por isso, necessario o uso de um atenuador no caminho éptico do
feixe incidente. Se a taxa de contagem recebida pelo detector for muito alta, ocorre
saturagao da fotomultiplicadora, e os dados de intensidade de luz espalhada perdem
sua confiabilidade[51].

A intensidade total da luz dinamicamente espalhada é dada pelas seguintes con-
tribuigoes:

I(t) = [Es + Ef(t)] x [E5+ E}(t)] (3.35)

A parte da amostra selecionada.para anélise e que é vista pelo detector apresenta
um padrao de espalhamento caracteristico com uma amplitude e uma fase de campo
elétrico estdtico Eg constantes. Na equagio 3.35, Eg representa o campo elétrico
estdtico, £y o campo elétrico flutuante do polimero mével dextrano que estd se
difundindo dentro da matriz gel de agarose, e o produto Eg x Ey representa as
interferéncias entre os campos elétricos estdtico e flutuante, os quais variam no
tempo, mas tém intensidade média zero.

Resolvendo os produtos acima e considerando que

Is = |Esl? (3.36)
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Iy = |Es(t)’ (3.37)

tem-se que

Iy = Is + If(t) + Es x E}(t) + Ef(t) X Eg (3.38)

onde os * indicam o complexo conjugado.

Para um determinado padrdo de espalhamento, a intensidade estdtica Ig da
matriz rigida é constante, e a intensidade dindmica da flutuagdo da concentracéo
do polimero flexivel varia no tempo conforme as excitagbes ou tensdes térmicas
modifiq'.em a distribuigio de concentragio na amostra.

O sinal que é captado pelo detector é referente ao dextrano, isto é, ao polimero
moével que se difunde dentro da matriz rigida. Porém esse sinal sofre pequenas inter-
feréncias da matriz. A mistura do campo elétrico estdtico do oscilador local (matriz
rigida) com o campo elétrico flutuante que vem do polimero livre faz com que o sis-
tema deva ser tratado como heterédino. Existe um termo de interferéncia que flutua
no tempo e que tem uma intensidade média zero. Para o sistema ser considerado
homédino, a luz espalhada deveria ser totalmente proveniente das flutuactes de con-
centragao da solugdo de dextrano mais dgua, mas existe um contribuicdo heterédina
da matriz.

Existem variagOes entre um padrdo de espalhamento e outro, o que caracteriza
a ndo ergodicidade da matriz rigida. A solugio de dextrano é um sistema completa-
mente ergddigo, ou seja, a média da.; propriedades da luz espalhada em um conjunto
estatistico de padrdes de espalhamento deve coincidir com os valores médios dessas
propriedades tomando as flutuages no tempo de um 1nico padrao de espalhamento.
As propriedades da luz espalhada verificadas para um tinico padrdo de espalhamento
devem ser representativas de todos os padrdes de espalhamento[52].

A contribuigdo dindmica da matriz é desprezivel quando comparada & con-
tribuicdo dinamica da solugdo de dextrano, pois, na temperatura em que foram
feitas as medidas, 25°C, os movimentos sdo considerados como que congelados e o

que foi medido é ent@o referente & parte mével, ou seja, a difusdo da solugéo de
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dextrano.

O tempo de relaxagao caracteristico da funcdo de correlagao é obtido da flutuagéo

da intensidade I¢(t) da equacdo 3.38, levando em conta as equagdes 3.36 e 3.37:

Ef(0) x E}(r) = |E£(0)]* x g(7) (3-39)

Para um polimero flexivel em regime diluido que segue a equacdo de difusdo de
Fick, a fungéo de correlagéo do campo elétrico flutuante é uma simples exponencial
expressa pela equagdo 3.56[53,54].

A equagdo 3.56 envolve somente flutuacdo temporal da concentragdo. Qual-
quer flutuagdo espacial permanente no sistema vai contribuir para o espalhamento
estatico, nao tendo contribuigdo no espalhamento dindmico. Num tempo de re-
laxagdo inicial 7 = 0, a fungéo de correlacdo tem seu valor méximo g(7) =1 e, em
um tempo de relaxagdo muito grande 7 — oo, a fungdo de correlagao tem seu valor
minimo g(7) — 0.

O coeficiente de difusdo do polimero livre (dextrano) pode ser obtido a par-
tir do decaimento inicial da funcdo de correlagio através de diferentes tratamentos
matematicos, tais como método dos cumulantes ou decomposigéo em uma série finita
de exponenciais[55]. Nos resultados aqui apresentados e discutidos, o espectro foi
decomposto com razodvel precisdo em uma simples soma de duas ou trés exponenci-
ais, conforme a massa molecular do polimero. A distribuigdo do tempo de relaxagédo
é obtida aplicando-se a inversdo do algoritmo de Laplace & respectiva funcgéo de
correlagao que seria uma funcio § ,'mas que sofre um pequeno alargamento devido a
certos pardmetros usados na inversdo. A altos dngulos, o componente menos rapido
observado provém da combinagio dos modos internos e da difusao translacional.
A dependéncia linear da taxa de relaxacdo do componente principal (I'jenss) com o
vetor de espalhamento indica que esse modo tem cardter difusivo[54].

A intensidade de luz espalhada pelo sistema dextrano-agarose-dgua foi analisada,
considerando-se que a matriz rigida confere cardter heterédino ao espectrd de luz

espalhada. Com espalhamento de luz estdtico constante, o espectro de correlagao
da intensidade I(t) é



;;f](t)f(t +7)dt = Iz + 2Is{I;) + (I)?[1 + Bg%()] + 2Is{If)Bg(T)

(3.40)

onde os { ) indicam que os valores foram tomados como um valor médio durante
um certo tempo de acumulac@o tz. B pode assumir valores menores ou iguais a 1,
constituindo-se no fator de coeréncia do arranjo éptico do equipamento. A fungdo de
correlagao da intensidade do componente dindmico, ou seja, referente a0 movimento

do dextrano, obedeze a relagdo de Siegert .

(1£(0)I¢(7))
(I5)?

Porém, quando a luz espalhada é proveniente de um gel rigido, é preciso que se

=1+ Bg*(r) (3.41)

considere que o padrdo de espalhamento pode evoluir com o tempo e, por esse motivo,
a intensidade estatica /g ndo pode ser vista como um termo realmente constante
durante todo o periodo de acumulagio dos dados de intensidade dz luz espalhada.
Com base nessa constatacdo as nogdes de valores médios do ensemble e de sistemas
ndo ergddigos foram bastante estudados no passado. Qualquer veriagdo temporal
que ocorra na intensidade estética, I's, causada, por exemplo, por relaxacOes térmicas
da matriz gel, deve ser considerada na equacéo 3.2.2 para que se obtenha uma correta
analise dos dados. Nos dados que aqui estao sendo discutidos e analisados, assumiu-
se que essa variagao é extremamente lenta para ser distinta das flutuegdes répidas em
I, devidas 2o movimento da solugdo do polimero livre. O trabalho de Sellen[22,56]
mostrou que a variagZo na intensidade estética pode gerar uma segunda funcéo de

correlacédo dada por

(L(0)1s(7)) = (Is)* = ga(7) (3.42)

Em todos os experimentos que estdo aqui sendo apresentados, go(7) foi suficien-

temente lento de modo que o decaimento do polimero livre, g;(7) . fol completado
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antes do ultimo canal do correlador, forgosamente bem antes do “ far point” do cor-
relador. O tempo de decaimento do polimero livre é muito menor do que o tempo
de decaimento do polimero que esté confinado na matriz de agarose. Na equagao
3.43, a média temporal de Ig, ou seja, (I2) determina a linha de base efetiva, em
relagdo a qual o espectro de correlagao decai, ou seja, o “ far point™ do correlador é
dado por

o= o= [ 1T+ tedde = (13) + I + (1) (3.43)

onde t, € o tempo de retardo do iltimo canal do correlador.

Se o padrdo de espalhamento evolui significativamente durante o tempo de acu-
mulagédo, o valor do “ far point” pode assumir valores maiores do que a linha de
base do computador, onde a linha de base 'do computador, dada pelo quadrado da

intensidade média

(I)? = (Is + Ip)? = (Is)* + 2(Is)(I5) + (I)? (3.44)

A diferenga entre o “ far point” e a linha de base,(I%) — (Is)?, é uma propriedade
particular de cada padrdo de espalhamento. Nos experimentos aqui realizados, o
valor da intensidade estdtica (Is) ndo foi calculado, mas os valores da (Iy) e g(7)
sdo de importancia fundamental. Para calculd-los, é necessdrio subtrair o valor do
“ far point” da fungdo de correlagio g(r), ou seja, o nivel para o qual as flutuagdes
de concentragdo deveriam relaxar. Uma vez feita a subtragdo, deve-se dividir o
resultado pela linha de base do computador. Assim, a funcdo de correlagdo de

intensidade medida G(r) é definida como

(Is)? + 2(Is)(Is) + (If)*
()"

H(r) = G(r) - i)

H(r) = B2X (1 - X)g(r) + X?6%(7)] (3.46)

onde H(7) é a nova fungdo que tende a zero para longos tempos 7, e X € a razao

da flutuagdo da intensidade total

(Iy)

X =—"
(ff-i-fs)

(3.47)
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O valor de 8 é calculado estimando-se a intensidade da fungéo de correlagdo G(7)
em 7 = 0 para uma suspensao diluida de esferas de latex. Se for assumido que toda
a intensidade de luz espalhada é originédria somente do componente mével, ou seja,
do meio homddino, entdo X = 1. Em conseqiiéncia disso, a fungéo de correlagdo é

escrita segundo a equagao 3.56, onde para 7 = 0, resulta em

G(0) =1+ 8. (3.48)

Para o presente arranjo 6tico, # = 0,96 . O arranjo 6ptico nao muda no decorrer
do experimento durante a troca das amostras. Nesse caso, a equagao 3.43, que é
vélida para o caso heterddino, é solivel para X e g(7)[57]. A partir do valor de X

é possivel calcular a flutuagdo da intensidade por

Ir=X(I) (3.49)

onde (I) = (I + Is) é a intensidade total média medida sobre tempo experimental
de observagao tg.

Como a parte flutuante do sinal vem do sistema ergddigo, a solucdo polimérica de
dextrano que estd dentro da matriz rigida de agarose, nao é necessdrio calcular um
valor médio do deslocamento do padréo de espalhamento(11,15,57,58]. Para obter
0 valor.absoluto da intensidade flutuante, Ry, foi necessdrio medir a transmissdo
Tr das amostras e também a intensidade espalhada Is = R,[, da uma amostra
padrdo, como, por exemplo, do tolueno. R, é a razdo Rayleigh do padrdo, e I, é a
intensidade do feixe incidente. A partir dos dados, chega-se a

Ry X({I) . ”
- o A 3.50
Rg ITr sin @ (3.50)

onde 6 € o angulo de espalhamento. A intensidade incidente do feixe laser I, foi a
mesma para as medidas da amostra e do padrdo. Nos hidrogéis de agarose usados

nas presentes medidas, os valores de T'r foram sensivelmente menores que 1[29] e

Tr=10"¢ (3.51)

onde d € a densidade éptica das amostras.
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Figura 3.5: Representagdo esquemdtica dos regimes de concentracdo segundo De Gennes.

3.3 Regimes dindmicos

Podem ser considerados trés regimes dindmicos de concentracéo para uma solugao
polimérica: o regime diluido, o regime semidiluido e o regime concentrado. Nos res-

tringiremos a discutir brevemente os regimes diluidos e semidiluido.

3.3.1 Regime diluido

O regime diluido é aquele em que ¢ < ¢, ou seja, onde a concentragdo das
cadeias poliméricas € mais baixa que a concentragao critica ¢, que € definida como
a concentracao na qual os novelos poliméricos comegam a se tangenciar, conforme
figura 3.5.

De Gennes propds que a transi¢ao do regime diluido para o semidiluido passa por
uma regido critica. As moléculas comegam uma aproximacdo extremamente ténue
sem que haja, em hipétese alguma, qualquer trago de interpenetracgio intermolecular,

ou seja, ¢ = ¢*[3]. O valor de c* teoricamente é dado por

Ed

N N e
T e (252

IR

C

onde N, é o grau de polimerizagdo, R é a distdncia média entre as extremidades da
cadeia, a é o comprimento do segmento polimérico, e o valor de v varia de acordo
com a qualidade do solvente, assumindo valor igual a 3/5 para bom solvente e 1/2

para solvente #. Para fins préticos, o valor de ¢* é determinado por diferentes formas
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segundo as equagées abaixo:

=1/ (3.563)
¢* =3My/4rN4RS (3.54)
" =1/AM,, (3.55)

Das equagdes 3.53, 3.54 e 3.55 resultam valores para c* bastante divergentes entre
si, uma vez que a transicao do regime diluido para o semidiluido nao foi definida de
forma univoca por De Gennes|[3,49].

No regime diluido a intensidade da luz dinamicamente espalhada depende do
angulo de espalhamento e da massa molecular. Dependendo da escala de compri-
mento, a qual é expressa através do angulo de observacio, podem ser analisados os
seguintes regimes que sdo: ¢Ry << 1 R, >>1oul << ¢R;<g.

No primeiro caso, conforme mostrado esquematicamente na figura 77, R, << % .
Quando a escala de comprimento, é , for muito maior que R,, a cadeia polimerica é
vista pela fotomultiplicadora como um todo, e o coeficiente de difusdo translacional
pode ser medido. No segundo e terceiro casos, uma regido no interior da molécula
¢é analisada, ou seja, sao analisados os modos intramoleculares. As dificuldades de
andlise sdo maiores, porque os modos intramoleculares sdo muito mais répidos do
que os modos referentes ao movimento da molécula como um todo.

A fungao de correlagdo decresce de maneira exponencial com um tempo de re-

laxacio 1/Dg?

g(g,7) = e~ D7 (3.56)

Para particulas dispersas em um solvente homogéneo, o coeficiente de difuséao é
dado pela relacdo de Einstein, equacgo 3.31{45].

Se considerarmos particulas esféricas com raio hidrodindmico Ry em um solvente
com viscosidade 75, o coeficiente de fricgdo entre a molécula e o solvente é dado pela
lei de Stokes



Fiud

Figura 3.6: Representacdo esquemdtica de uma cadeia polimérica no regime semidiluido,

onde £ £ o comprimento da correlagdo.

f =6mnskn (3.57)

Considerando a néo existéncia de interages entre as particulas, o comportamento

das solugbes poliméricas diluidas pode ser descrito pela equagao

E—T=%+A262+... (3.58)

onde J] é a pressdo osmética, R é a constante universal dos gases, e T ¢ a temper-

atura.

3.3.2 Regime semidiluido (¢ > ¢”)

Quando a concentragio da solugiao aumenta, as cadeias poliméricas se aproximam
e comegam a se entrelacar ou se interpenetrar. De Gennes desenvolveu o conceito
de “blob” para descrever este entrelacamento que caracteriza o regime semidiluido.
Cada cadeia é dividida em “blobs™ esféricos, conforme figura 3.6. Dentro de cada
uma dessas esferas, o comportamento é considerado comportamento de volume ex-
cluido. No interior de cada “blob” 0s movimentos estdo correlacionados, mas um
“blob” ndo se correlaciona com o outro. As flutuagdes totais da cadeia szo devidas

a cada “blob” e, fora deste, considera-se nao existir nenhum tipo de interacao.
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O diametro de cada “blob” ou esfera é definido como uma grandeza chamada
de comprimento de correlagdo £ que depende somente da concentragdo e ndo do
grau de polimerizagdo. O comprimento do “blob” é proporcional & concentragao
c¢™¥, sendo que v € igual a 1 em solvente # e 3/4 em bom solvente. Quando maior
a concentracgdo, menor serd o tamanho do “blob” para que se mantenha o principio
de nao interacéo intermolecular.

Para solugGes em regime ‘semidiluido, a expanséo virial ndo € mais vélida, sendo

resumida a

O
RT

onde @ ¢ a fracio em volume que é proporcional a 1/€%, e b é uma constante.

= b4 (3.59)

O @ n3o depende da massa molecular, uma vez que somente o que estd no interior
do blob interessa. No regime semidiluido, o blob ou esfera se desloca dentro de uma
rede onde £ é o tamanho de cada malha da rede(3,45,59,60].



Capitulo 4

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Desafios experimentais

Para a determiracdo do coeficiente de difusdo e da razao Rayleigh da solugao
de dextrano que se¢ difunde dentro da matriz, é indispensével a abordagem de dois
aspectos, que s2o discutidos a seguir.

Quando a matriz gel e o solvente tém o mesmo indice de refragéo, o efeito da
matriz é anulado e pode-se facilmente medir as propriedades relativas ao polimero
livre[21]. Os géis rigidos de moléculas de origem vegetal, incluindo os géis de agarose,
formam-se principalmente em dgua, tornando a adaptacgdo dos indices de refragéo
mais dificil do que quando solventes orgénicos sdo utilizados.

Ao contrério dos géis de cadeia flexivel, a amplitude dos movimentos de géis de
cadeias de bastdes rigidos é extremamente pequena, sendo que a maior parte da
luz espalhada por esses sistemas é de natureza eldstica o padréo da luz espalhada
pela matriz rigida é, portanto, formado por um arranjo de manchas estaticas. Esse
conjunto de manchas, porém, pode evoluir lentamente seja pelas tensdes térmicas no
gel geradas pelo feixe laser, seja por flutuacoes de temperatura no sistema. Por con-
seqiiéncia, a luz espalhada pela matriz mistura-se 20 sinal proveniente do movimento
do dextrano ( diz-se que o sinal proveniente da matriz heterodina o sinal oriundo do
dextrano[11,24,25,55,59,61,62]. E importante que tal sinal proveniente da matriz,
independentemente de sua contribuicdo em termos de movimento, seja considerado
na analise dos dados. Se um gel rigido hospeda um polimero flexivel, o componente

quase-eldstico da luz espalhada é praticamente atribuido ao movimento das cadeias
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livres dentro da rede. A partir dessa consideragdo, pode-se, em principio, medir o
coeficiente de difusdo e a susceptibilidade osmética da solugdo de dextrano dentro
da matriz. Nas situagdes descritas neste trabalho, entretanto, o componente estatico
pode ser de até trés ordens de magnitude mais intenso do que a intensidade do com-
ponente flutuante da solugdo de dextrano. Tal condicdo determina severos desafios
experimentais na determinac¢édo do coeficiente de difus@o da solugéo livre dentro da
matriz polimérica. A interpretacédo dos espectros dependerd de certas consideragoes
e, se possivel e necessério, da adequada separacido entre esses dois componentes.

Esses aspectos foram abordados na parte tedrica.

4.2 Amostras

Os biopolimeros empregados no trabalho foram o dextrano com massa molecular
70.000, 500.000 e 2.000.000g9.mof™*, fornecido pela Sigma, e a agarose com massa
molecular 120.000g.mof™!, fornecida pela companhia Hispanagar. A massa molec-
ular da agarose foi determinada por viscosimetria[36,63]. O conteddo de sulfato é
de 0,1% segundo o fabricante, e o de grupos metila, de 0,6%, determinado por res-
sondncia magnética nuclear de prétons. As solugoes do polimero flexivel dextrano
foram preparadas numa faixa de concentragio 2g.L™! < ¢ <100 g.L™?, e as do gel

rigido de agarose, na faixa 0g.L~! < ¢ < 40g.L71.

4.3 Procedimento

As amostras foram preparadas misturando-se massas previamente determinadas
de dextrano e agarose com 4gua deionizada. Essas misturas foram aquecidas em
banho termostatizado a 100°C para garantir a dissolugdo dos polimeros. Numa
etapa seguinte, um volume médio de 2,5mL de cada soiugéo foi transferido para
tubos de vidro cilindricos de 10mm de diametro externo, sendo esses selados. As
amostras foram novamente aquecidas em banho termostatizado a 100°C e deixadas
a temperatura ambiente por 24 horas para depois serem efetuadas as medidas de cor-
relagdo de fétons. A gelificaciio da agarose nas amostras comegou em temperaturas

proximas a 45°C e as medidas realizadas a 25°C.
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As medidas de espalhamento de luz dindmico foram feitas com um laser Spectra
Physics SP 162, com comprimento de onda 488 nm, e um correlador multibit 7032
da companhia Malvern. Todas as medidas foram feitas com os tubos de vidro mer-
gulhados em um banho de decalina mantida a uma temperatura 25°C. O laser e o
gonidmetro foram fixados sobre uma mesa Gtica suportada sobre pneumaéticos para
evitar vibragGes mecéanicas, uma vez que qualquer deslocamento na freqéncia funda-
mental, da amostra ou da mesa, seria detectado no sinal espalhado. Considerando
a sensibilidade dos géis em relagdo a vibragdes mecénicas, entre o ventilador que
refrigera o tubo do laser e a estrutura metélica deste tubo, foi colocado um anel de
espuma.

4—"7“:9" 2 as medidas de espalhamento

Para obter diferentes vetores de onda g =
de luz dindmico, tanto em solugdes de dextrano como em géis, foram feitas em
angulos de 60° 90° e 150°. Em principio, evitaram-se dngulos menores porque, no
caso de espalhamento de luz por géis turvos, podem surgir efeitos de espalhamento
miltiplo. Na tentativa de minimizar esses efeitos, por fornecerem valores falsos da
intensidade de luz espalhada, selecionou-se esta faixa angular. Entretanto, cabe
salientar que, quando o feixe incidente apresenta somente espalhamento de luz po-
larizado, ndo se faz necessério seguir rigorosamente essa condi¢do. A intensidade
da luz espalhada foi medida em fungdo da concentracdo ¢ de dextrano, variando do
regime diluido ao semidiluido e também em funcdo da concentragédo c, do gel de
agarose. Cabe salientar que as mudangas na concentragéo n&o causam uma signi-
ficativa variagdo no indice de refragdo n . As concentracoes criticas para o polimero
flexivel dextrano so: M, = 70.000g.mof™}, ¢* = 35¢9.L~%, M, = 500.000g.mof™?,
c* = 14¢g.L1 e M,, = 2.000.000g.mof™, c* = 7¢.L~2(36,63].

As mesmas amostras usadas para obter os dados de espalhamento de luz dinamico
também foram submetidas a medidas de transmissdo na regido do comprimento
de onda do laser. Para isso foi utilizado um espectrémetro Kontron Uvikon 810,
selecionando o comprimento de onda de 488 nm. Para minimizar o efeito de lente
causado pelas paredes cilindricas das células de espalhamento de luz, elas foram
colocadas dentro de cubetas de vidro retangular e o espago vazio foi preenchido

com 4gua, tendo esta a fun¢do de adaptar os indices de refragdo. Em funcdo da
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altura dos tubos cilindricos dentro dos quais estavam as amostras, nao foi possivel
baixar a tampa do espectrmetro que evita a entrada de luz do meio ambiente. Para
contornar o problema, os tubos, durante cada medida, foram cobertos com tecido
preto, garantindo que somente a luz que atravessa o cilindro contendo a amostra

fosse detectada.

4.4 O Correlador.

O correlador é um dispositivo que processa os sinais da luz espalhada pela
amostra. Esses sinais surgem como pulsos eletronicos légicos de duracao de nano
segundos e sdo detectados pela fotomultiplicadora como f6étons individuais. Esse
dispositivo pode ser utilizado com duas finalidades. Para a primeira delas, ele fun-
ciona como um simples contados de fétons. Neste caso ele é utilizado para contar
pulsos por um certo periodo de tempo, obtendo-se assim a medida da intensidade do
sinal, através da qual pode-se determinar o raio de giro, segundo coeficiente virial
e a massa molecular. A segunda finalidade do correlador é contar o sinal por um
certo periodo de tempo chamado tempo de amostragem, sendo que cada uma dessas
contagens é armazenada em uma memoria. A explicagdo referente a esse processo
é dada abaixo/51]. A fungdo de correlagdo de um sinal elétrico, matematicamente
definida como[39]

G(r) = Jim E f_‘ I+ f)dt} (4.1)

pode ser obtida através dessa ferramenta chamada correlador. Na equagdo 4.1 I(¢)
e J(t) sdo sinais que dependem do tempo. G(r) é chamada de funcdo da auto
correlacao (se I(t) e J(t) referem-se ao mesmo sinal) ou funcdo de correlagéo cruzada
(se I(t) e J(t) referem-se a diferentes sinais). Um diagrama de bloco tipico de
correlador digital é mostrado na figura 4.1. ‘

O tempo de operacao e a prépria operagao do correlador sdo controlados por
um gerador de tempo de amostragem, o qual divide o tempo em intervalos At
de duragOes iguais. Ao final de cada tempo de amostragem, um registrador de
deslocamentos conta o nimero de pulsos de entrada n,,ny,... que chegam em A.

Isto pode ser visualizado na figura 4.2.
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Figura 4.1: Diagrama de blocos de um correlador.

AT+

0 O .

n=2 n=1 h=0 N=2 n=0 n=3 n=1 n=t

Figura £.2: Representagdo esquemdtica do trem de pulsos processado pelo correlador.

Ao final de cada tempo de amostragem o nimero de pulsos armazenados no
registrador de deslocamento sdo registrados no primeiro estédgio deste registrador.
O nidmero que estava no primeiro estdgio é deslocado para o segundo, o que estava
no segundo estdgio é deslocado para o tercéiro e assim sucessivamente. Depois de
um certo tempo de operagdo do correlador o primeiro estdgio contém I(t — A7), o
segundo I (¢t — 2A7), o terceiro I(t — 3A7) e o k*™ estdgio conterd I(t — kAT).

Durante o tempo de amostragem cada pulso que chega na entrada A (quando
no modo de autocorrelagdo) ou em B (quando no modo de correlagdo cruzada)

é processado por um comando gerador de somas e informa a todos os somadores
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do correlador que adicionem cada um dos niimeros armazenados no registrador ao
nimero armazenado no canal associado da memdria da funcao de correlagao. Du-
rante uma seqiiéncia de pulsos, na figura acima, para um tempo de amostragem com
intervalo 2, o produto nans = 0 € adicionado & memdria da fungdo de correlagéao do
canal 1, o produto nong = 6 é adicionado ao canal 2, nans = 0 é adicionado ao canal
3 e assim sucessivamente. Assim, o correlador acumulard, no primeiro canal

*

G(/_\T) = MoNi + N1Ns + Noftg + ... (4.2)
ou
N-1
> Niftida. (4.3)
e

Para o egundo canal, teremos

G(?A‘T’) = NyNo + N3 + Nofly + ... (44)
ou
N-1
> niftiso (4.5)
=0

sendo que, de um modo geral, o k%" canal conterd

G(k.&‘?‘) = N g + nlﬁkJ_.l + Nofigen + ... (4.6)
N-1
> nifisk (4.7)
i=0

Quando a variacao do valor da funcao de correlagdo no tempo Af é pequena,
a equacgdo 4.7 torna-se uma boa aproximacdo da verdadeira fungéo de correlagzo.
Os nimeros n; representam o nimero de vezes que o conteido de cada etapa do
registrador de deslocamento ¢ adicionado 20 seu respectivo canal de memoéria da
funcao de correlagéo e os niimeros sao armazenados no registrador de deslocamento.

Certas caracteristicas muito importantes do correlador tais como, eficiéncia da
operacao, a capacidade de contar do registrador de deslocamento, a faixa de variagéo
dos tempos de amostragem e niimero de canais sdo muito importantes nos experi-

mentos de espalhamento de luz.
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A eficiéncia com a qual o correlador executa o somatério das contagens depende
da arquitetura do correlador. Correladores que operam em tempos menores apre-
sentam maior eficiéncia. A reduc@o na eficiéncia é particularmente séria quando
os experimentos de espalhamento de luz sdo feitos com baixos niveis de luz e para

contornar esse problema a duracgio da medida pode ser aumentada.

A capacidade de um registrador de deslocamento é medida pelo nimero de bits
que sao necessarios para representar a intensidade de luz espalhada em cada tempo

de amostragem.

Correladores projetados para uso em espectroscopia de flutuacdo geralmente
usam um ou quatro bits. O de um bit ou correlador de corte introduz o ntimero
zero no registrador de deslocamento quando o nimero de fétons detectados durante
o tempo de amostragem € menor ou igual a um certo nimero de fétons presentes (
é chamado de nivel de corte) e o nlimero um se a contagem de fétons excede o nivel
de corte. Embora pareca que a fungdo de correlagio obtida deste modo tenha pouca
relagdo com a verdadeira fun¢do de correlagdo, é possivel mostrar que a fungdo de
correlagdo cortada € proporcional a verdadeira funcdo se o sinal for randémico. E
esperado sempre que o sinal que se origina de um grande nimero de espalhadores
independentes é independente da forma da funcido de correlagdo. No entanto, se a
amostra contém poucos espalhadores ou se estes estiverem acoplados, a funcao de
correlagédo de corte podera ser distorcida.

Correladores que tém registrador de 4 bits fornecem uma fungdo de correlagdo
precisa para uma larga faixa de sinais de entrada. No entanto é possivel que certas
classes de sinais de entrada excedam a faixa de operacio do correlador. Para um sinal
com intensidades muito diferentes que apresentem pequenas flutuagdes os resultados
produzidos serdo errados. Além de permitir uma larga faixa de sinais de entrada, o
correlador de 4 bits é ficil de usar porque o ajuste do nivel de corte é mais facil on

desnecessario.

Os tempos de amostragem disponiveis para o usudrio sio, em principio ilimitados
no que se refere ao seu valor superior. Um tempo de amostragem mais curto €
consequentemente um fator importante. Para a maioria das aplicagGes de flutuagoes

espectroscopias um tempo minimo de amostragem de 100nsec é satisfatério e esses
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equipamentos sao disponiveis no mercado a um pre¢o moderado.

O nidmero de canais necessérios depende da natureza da fungdo de correlago a
ser estudada. Se a fungéo de correlag@o é uma tnica exponencial ou uma distribuigdo
estreita de exponenciais, um equipamento mais simples fornece os detalhes da fungdo
de correlagdo. No entanto, se uma larga faixa de constantes de tempo exponenciais
ou se uma func@o de correlagéo oscilatéria estd envolvida, um equipamento mais

sofisticado se faz necessario.

41



Capitulo 5

APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS
RESULTADOS

Para determinar a dindmica das solugées poliméricas de dextrano em uma ma-
triz de gel rigido de agarose, medimos a flutuacdo da intensidade de luz espa-
lhada pelas amostras de dextrano com massas moleculares Mw = 70.000g.mof™?,
Mw = 500.000g.mof™* e Mw = 2.000.000g.mof™*, utilizando o sistema de cor-
relacdo de fétons como j& descrito em segbes anteriores. Os mesmos experimentos
forneceram os valores de intensidade necessarios para a realizagdo da avaliagdo via
gréficos de Zimm. As fungdes de correlagido de intensidade e de campo elétrico foram
estabelecidas tanto para o polimero aprisionado em uma matriz do gel como para a
situacdo em que esse se encontra na forma de uma solugdo livre.

Nas figuras 5.1, 5.2 e 5.3 sdo apresentadas as fungdes de correlagdo reduzidas.
Essas curvas sdo construidas a partir dos dados de intensidade de luz espalhada
armazenados nos 8 correladores (128 canais) e que sdo aqui designados por dados
brutos G,. A funcdo de correlaggo G(7) é obtida normalizando os dados experimen-
tais pelo quadrado da intensidade média ou linha de base, ou seja

G(r) = %ﬁ (5.1)
A linha de base efetiva, dada pelo iltimo ponto medido pelo correlador ou ”far
point”, é incluida expressando a funcéo de correlagdo como G(7) — gf Em um caso
ideal (nem sempre perfeitamente reproduzido durante uma medida) Fj, e C} seréo

estritamente iguais e a relagdo acima recai simplesmente em G(7)—1, forma reduzida
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Figura 5.1: Fungdo de correlacdo de intensidade reduzida G(7) — 1 para a solugdo de
deztreno (Mw = 70.000g.mof™*), ¢ = 10g.L™* : (0) para a solugéo livre e (+) dentro da

matriz gel de agarose, cg = 30g.L71.

G(t)-1

i ¥ 02" : i}
[ po i ]
_h 1 1 ] 1 L L I L IS L l L i 1 l 1 I Il

1 10 - 100 1000 10* 10%
t/ps

Figura 5.2: Fung¢do de correlagdo de intensidade reduzida G(7) — 1 para a solugdo de

deztrano (Mw = 500.000g.mof™!), ¢ = 5g.L™ : (0) para a solugdo livre e (+) dentro da

matriz gel de agarose, cy = 30g.L ™.
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Figura 5.8: Fungao de correlagdo de intensidade reduzida G(v) — 1 para a solugdo de
destrano (Mw = 2.000.000g.mof™?), ¢ = 2.5g.L~* : (O) para a solugdo livre e (+) dentro

da mairiz gel de agarose, cg = 30g.L72.

da fungdo de correlagdo que € utilizada nas figuras.

A figura 5.1 mostra a funcdo de correlagio reduzida, obtida a um &ngulo de
espalhamento de 90° , em amostras de dextrano com Mw = 70.000g.mof~t. Nessa
figura, os circulos abertos referem-se ao polimero flexivel em solugéo livre e as cruzes
ao polimero aprisionado numa matriz de gel rigido de agarose, cuja concentracdo €
30g.L~!.Para uma melhor visualizacio dos dados referentes ao polimero aprisionado,
para as trés massas moleculares estudadas, a curva foi multiplicada por um fator 25.
A concentragdo de dextrano adotada, nos dois casos, foi de 10g.L~*. Para a massa
molecular Mw = 70.000g.mof™! a concentragao critica c’, obtida pelo inverso da
viscosidade intrinseca, € de 35¢.L71. Isso garante que o comportamento resumido
pela figura 5.1 refere-se ao regime diluido. As fun¢des de correlagdo para o dextrano
com massas Mw = 500.000g.mof~! e Mw = 2.000.000g.mof~* aparecem nas figuras
5.2 e 5.3, respectivamente. Nessas figuras, as concentragoes de agarose nao foram
alteradas (c, =30 g.L ') de forma a manter uma matriz de confinamento igual para

todas as massas moleculares de dextrano estudadas. A concentragdo do dextrano,
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por sua vez, foi reduzida para 5g.L7 ( Mw = 500.000g.mof™?, ¢* = 14g9.L7%) e
2.59.L7' (Mw = 2.000.000g.mof™?, ¢* = Tg.L™1)[63]. Tal procedimento garante
que, mesmo para as massas moleculares maiores, a solugdo do polimero flexivel
mantém-se sempre no regime diluido, o que além de evitar efeitos egressos de com-
portamentos coletivos que estdo além do escopo desse trabalho, permite estabelecer

um quadro comparativo entre as diferentes massas moleculares.

As funcgdes de correlagdo de intensidade para as solugoes aquosas das trés massas
moleculares de dextrano puro sdo homddinas. NZo existe nada no volume de espa-
lhamento capaz de causar heterogeinedade como, por exemplo, 2 presenca de poeira.
A luz que chega na fotomultiplicadora é somente a luz espalhada pelas amostra em
estudo. A extrapolagdo da fungdo de correlagio reduzida G(v) — 1 versus 7/us
para o limite 7 — 0 é um valor préximo a 8 = 0.96, fator de arranjo 6ptico carac-
teristico do equipamento usado. Tal valor de 3 é obtido fazendo-se a extrapolagéo
para 7 — 0 dos valores de G(r) — 1 de uma suspenséo diluida de esferas de litex.
A maior discrepancia entre 8 e o valor extrapolado ocorre para a funcao de cor-
relagio reduzida da amostra onde a massa molecular do dextrano é 70.000g.mof™>.
Essa maior discrepancia estd provavelmente associada & menor relagdo sinal-ruido
presente na medida dessa amostra, e que decorre de sua pequena massa molecu-
lar. Como serd discutido posteriormente, tal relacdo sinal ruido impde limitagoes
na determinacdo do raio de giro para essa massa molecular. Para as trés massas
moleculares estudadas, a fungfo de correlagdo da intensidade para as solugbes do

dextrano livre decaem completamente até a linha de base.

Quando as solugdes de dextrano estdo dentro da matriz rigida de agarose, o valor
de G(7) — 1 para 7 — 0 é cerca de duas ordens de grandeza menor. Como f néo
muda, quando as amostras de solugbes simplesmente sdo trocadas pelas amostras de
gel para uma nova medida, tal redugo deve éer atribuida 4 heterodinagem causada
pela luz espalhada pelos pontos oscilantes da matriz de gel rigido. Esse forte carater
heterédino decorre, portanto, dos pontos espalhadores da matriz de agarose, os quais
funcionam individualmente como osciladores harménicos. O grau de heterodinagem,

X, foi calculado a partir da equagdo 3.47, e os valores ficaram na faixa de 1072 a
107%,



Para géis, via de regra, existe uma diferenca entre F, e Cj. Essa diferenca se
deve & sensibilidade que os géis apresentam em relagio a oscilagbes como variagdes
de temperatura, transientes gerados pela presenga de impurezas na regido iluminada
da amostra, ruidos eletrénicos, etc. Por esse motivo, nas medidas de intensidade de
luz, particularmente em géis, o valor do *far point” deve ser sempre verificado para
que eventuais oscilagbes ndo se introduzam como erro no tratamento dos dados.
No caso de ndo ser o menor-de todos os valores das intensidade medidas, deve ser

obrigatoriamente substituido pelo valor conveniente.

Quando a solugéo estd aprisionada dentro do gel de agarose, os movimentos do
polimero livre sdo substancialmente reduzidos. Tal redugdo dos processos difusivos
leva a tempos de relaxacao muito superiores aqueles constatados nas solugoes. Essa é
a razao pela qual, dentro dos limites experimentais em que esse trabalho foi realizado,
as fungoes de correlagdo ndo decaem a zero. Assim, a matriz de natureza puramente
estética e com entropia configuracional igual a zero, tem a funcgéo de reduzir o espago

disponivel para as moléculas de dextrano, diminuindo a entropia das mesmas.

As fungbes de correlagdo das intensidades reduzidas mostradas nas figuras 5.1,
5.2 e 5.3 sdo transformadas em fungdes de correlagdo de campo elétrico aplicando-se
a equagdo 3.46. Nas figuras 5.4, 5.5 e 5.6, as funges de correlagdo de campo foram
calculadas a partir das intensidades de luz espalhadas em um angulo de 90°. A
partir dessas figuras, vemos que o polimero flexivel dextrano numa matriz rigida de
agarose apresenta um comportamento semelhante ao dextrano aprisionado em géis
de gelana, estudados por Burne e Sellen [23] . Em ambos os casos, o movimento
do polimero aprisionado no gel diminui quando a concentracio desse aumenta. Tal
limitagdo dos movimentos do dextrano decorre da reducgdo do espago livre para
difusdo imposta pelo aumento da concentragéo do gel, tal como pode ser visto nas
figuras 54, 5.5 e 5.6. Para o dextrano com Mw = 70.000g.mof™! , quando a
concentracao do gel aumenta, podemos observar um segundo movimento muito mais
lento, cuja amplitude aumenta com o aumento da concentragdo do gel. Para as
massas moleculares maiores, pelo fato dos polimeros estarem bem mais confinados,
se esse segundo movimento existir sé poderd ser visto pelo detector em tempos de

relaxagdo muito maiores.
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Figura 5.4: Fungao de correlaggo do campo g(r) para solugio de deztrano,
Mw = 70.000g.mof™!, ¢ = 10g.L~ ; (+): ¢g = 0g.L™* (solugdo livre); (x): dentro
do gel de agarose com ¢y = 59.L71; (o): dentro do gel de agarose com cg = 80532,
A‘Lnguio de espalhamento: 90° . Curvas continuas sao os ajustes do decaimento com duas

€TPONEnciais.

O ajuste das curvas com uma dupla exponencial é valido para as massas molecu-
lares 70.000 e 500.000g.mof~" , tanto para as amostras de dextrano livre como para
o dextrano aprisinado no gel. Para a massa molar 2.000.000g.mof™! , um ajuste
com trés exponenciais foi adotado, uma vez que se faz necessdrio uma distribui¢do

mais larga do tempo de relaxacio para descrever completamente o movimento no

gel mais concentrado.

Na figura 5.7 sdo mostradas as taxas de relaxacdo I'(= 1) em fungéo do quadrado
do vetor de espalhamento ¢ para amostras de dextrano Mw = 500.000g.mof™! de
concentragdo 5g.L~*. O comportamento de I' foi analisado em trés concentragdes

diferentes de agarose, a saber, ¢, = 0g.L7}, ¢; = 59.L e ¢; = 309.L~!. Para
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Figura 5.5: Fun¢do de correlagio do campo g(r) para solugio de dexirano,
Mw = 500.000g.mof~%, ¢ = 5g.L™% ; (+): ¢g = 0g.L™* (solugdo livre); (x): dentro
do gel de agarose com c; = 59.L7%; (0): dentro do gel de agarose com cg = 30g9.L72%.
finguio de espalhamento: 90° . Curvas continuas sdo os ajustes do decaimento com duas

eTponenciais.

as massas moleculares 70.000g.mof™! e 500.000g.mof™}, as taxas de relaxagdo do
movimento rapido, referentes tanto ‘és solugbes de dextrano livre quanto ao dex-
trano aprisionado na matriz gel, resultam em uma linha reta que passa pela origem
segundo a equacgdo 3.29, ou seja, tém uma dependéncia linear em ¢> . Esse com-
portamento indica a existéncia de modos difusivos, que correspondem ao coeficiente
de difusdo da equagdo 3.29. Para baixas concentragoes de dextrano, D, representa
a difusdo translacional que estd associada & difusdo dos centros de massa dos nove-
los poliméricos. Em concentragoes de dextrano préximas e acima da concentracao
critica c¢*, é observado um modo de difusdo coletivo, no qual as flutuactes sdo referen-

tes a0 maior preenchimento dos espagos do gel rigido pela presenga do dextrano[3].
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Figura 5.6: Funcao de correlagio do campo g(r) para solugdo de deztrano,
Mw = 2.000.000g.mof™", ¢ = 2.59.L™ ; (+): ¢g = 0g.L™} (solugdo livre); (x) : dentro
do gel de agarose com cg = 59.L™Y; (0): dentro do gel de agarose com cq = 30g.L7%.
Angulo de espalhamento: 90° . Curvas continuas sdo os ajustes do decaimento com trés

EIPOMENCLALS. =

Para as solugdes do dextrano livre de massa molecular 2.000.000g.mof™* existem
evidéncias da formagao de agregados, tal como seré posteriormente discutido, o que
faz com que a reta no gréfico I' versus ¢ nio passe pela origem, tal como observado
na figura 5.8. Porém, & medida que a concentracdo da matriz gel de agarose aumenta
de 5 para 30g.L~}, o comportamento de I' torna a se aproximar daquele observado

para as massas moleculares 70.000 e 500.000g.mof™*.

Para o dextrano de Mw = 2.000.000g.mof~! aprisionado na matriz, os agregados



Figura 5.7: Taza de relazagdo ' do componente rdpido de g(7) pare o deztrano de
Mw = 500.000g.mot™} em fungéo de ¢ (+)eg = 0g.L~* (solugdo livre); (X Jeg = 5¢.L7%;
(0):cg = 30g.L72.

ficam com seus movimentos mais restritos ou limitados, e sua presenga é menos
evidente, o que explica porque o comportamento de I" aproxima-se daguele observado

nas amostras com massas moleculares menores.

A figura 5.9 mostra que a dependéncia linear da equacio 3.29 é vélida para
a massa molecular 2.000.000g.mof™! quando as solugdes estdo dentro do gel . A
existéncia de agregados em solugéc_) livre para essa massa molecular é confirmada
porque a intensidade do espalhamento de luz a baixos angulos é maior do que aquela
medida em angulo alto. Apesar de uma dependéncia angular da intensidade de
luz espalhada ser esperada para altas massas moleculares o aumento observado €
excessivo. Por essa razdo, para que fosse possivel comparar os valores das medidas
de intensidade de luz espalhada pelas amostras em solugZo e aprisionadas dentro do
gel, foram usados os dados referentes ao dngulo de espalhamento de 150°.

O coeficiente de difusdo D foi obtido a partir das funcdes de correlagio de

campo. De uma maneira geral este pode ser descrito por um decaimento multi-

exponencial[64,65], ou
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Figura 5.8: Taza de relazac@do T’ do componente rdpido de g(7) para o deztrano
de Mw = 2.000.000g.mof™! em fun¢do de q-. (+)eg = 0g.L™' (solucdo livre);
(x)cg = 59.L7%; (0):cg = 309.L™2. A reta assinalada para o simbolo (+) mostra a

nédo linearidade de T com q°.

N
9(r) =Y _anexp(—Dag’r) (5.2)
1
o qual, para uma mesma massa molecular, produz um coeficiente de difusdo D,
médio
~_18In(g(r)) —
Dy= —e—=iL, 3
q2 67 (a )
ou seja

y N N '
D.= ZanDn/Za'n- (54)
1 1

O comportamento de D, para as trés massas analisadas, Mw = 70.000, 500.000
e 2.000.000g.mof~! é mostrado nas figuras 5.10, 5.11 e 5.12.
O coeficiente de difus@o D, das solugdes de dextrano varia com a concentragao cg

da matriz de agarose. Nos experimentos realizados, as concentragoes de agarose ado-
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Figura 5.9: Coeficiente de difusdo D, do dextrano Mw = 2.000.000g.mof™! aprision-
ado no gel de agarose com cq = 5g.L™*; para vdrias concentragdes de polimero flexi-
vel: (o) = 0.59:L7%; (4) = 19.L7Y; (%) = 25g.L7Y; (D) = Bg.L™%; (o) = 10957
(&) = 15¢.L7%; (O) = 259.L7%; (A) = 309.L7! e () = 35¢.L71. Nesse caso D, ¢é

independente do vetor de espalhamento g.

tadas foram de 0g.L~*, 59.L7%, 109.L™*, 30g.L~* e 40g.L~*, conforme indicado nas
figuras 5.10, 5.11 e 5.12. Nas solugdes de dextrano puro, D, varia monotonicamente,
sem que nenhum efeito seja observado na regio da concentracéo critica ¢*. Quando a
concentragao c, de agarose aumenta, o coeficiente de difuséo da solugao de dextrano
diminui significativamente para baixas concentracdes de dextrano. Porém, nestas
mesmas condigoes , quando a concentracao de dextrano aumenta, D, se aproxima
dos valores da solugdo livre. Assim, quando a solugao de dextrano no gel aproxima-se
da faixa de concentragéo critica, ela comega a apresentar um comportamento semel-
hante &quele que apresenta quando estd no estado livre. Quando a concentragéo de
dextrano € aumentada ainda mais, surge outro efeito, a separagdo de fases. Para
as amostras preparadas com concentragéo acima de ¢*, durante a gelificacdo ocorre

separacao de fases em escala macroscdpica, cujo diagrama é mostrado na figura 5.13.

Como o produto resultante dessa separagéo de fases é um gel visivelmente turvo,
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Figura 5.10: Coeficiente de difusdo D, em fungdo da concentragdo do dezirano c
(Mw = 70.000g.mof~% ) em wudrias concentragées de agarose: : (s) = 0g.L73,

(0) = 5g.L7%, () =10g.L7%, (x) = 30g.L1 e (4+) = 409.L71.
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Figura §.11: Coeficiente de difuséo D; em fungdo da concentragdo do dezirano c
(Mw = 500.000g.mof~! ) para vdrias concentraces de agarose: (o) = 0g.L7%,
(+) =5g.L~2, (%) = 10g.L73, (O)= 30g.L~! & (o) = 40g.L™1.
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Figura 5.12: Coeficiente de difusao D, em funcdo da concentragdo do deztrano c
(Mw = 2.000.000g.mof~ ) para vdrias conceniragées de agarose: (o) = 0g.L72,
(+) = 5g.L7%, (x) = 10g.L7%,(0) = 30g.L~* e (o) = 40g.L™*. Angulo de espalhamento
150°.

e como as taxas de relaxacio variam de acordo com a regido da amostra que é
atingida pelo feixe laser durante a medida de correlacéo de fétons, restringimo-nos
neste trabalho ao estudo na regido de miscibilidade. Nessa temos um gel uniforme
onde as moléculas de dextrano se encontram aprisionadas dentro do volume da

amostra que nédo é ocupado pela agarose.

Como ja discutido no item 3.2.@, a razio Rayleigh é um dado experimental
importante que relaciona a intensidade da luz espalhada com a intensidade de luz
incidente(equacdo 3.14). Conforme j& abordado na parte tedrica, as medidas de
espalhamento de luz dindmico em géis e a anilise dos dados assim obtidos sdo
procedimentos complexos, tanto do ponto de vista tedrico como experimental. Por
isso, em géis, as margens de erro decorrentes sdo maiores do que aquelas tipicamente
presentes nas medidas de espalhamento de luz em solugGes, podendo ser de até 20
%. Portanto, ndo consideramos confidvel a dedugdo do fator de estrutura a partir

desses dados. No entanto, como pode ser claramente visto a partir das figuras 5.14,

, 94



agarose dextrano

Figura 5.13: Diagrama de fese do sistema agarose-derirano-dgua, pare as itrés massas
moleculares estudadas. (e): Mw = 70.000g.mof™* ; (0): Mw = 500.000g.mof™* ;(+):
Mw = 2.000.000g.mof™. A regido de separacio de fase fica abaizo das curvas indicadas.

A escala no diagrama €: agarose 0-10% w/w, deztrano 0-10% w/w, dgua 90-100% w/w.

5.15 e 5.16 Ry no gel a razdo Rayleigh é maior do que na solugéo livre, confirmando
que a matriz rigida contribui de forma heterédina na luz espalhada pelo sistema.

Esse comportamento é semelhante para as trés massas moleculares.

Na figura 5.17, temos a razio Rayleigh Ry em funcdo de ¢* para as solugdes
de dextrano com ¢ = 10g.L7}, ¢ = 59.L7! e ¢ = 2.5g.L7! para as trés mas-
sas moleculares investigadas, Mw = 70.000 g.mof~}, Mw = 500.000 g.mof™*
e Mw = 2.000.000 g.mof™?!, respectivamente. A partir dessa figura constata-se
que Ry aumenta com a massa molecular do dextrano. Para a masssa molecular
Mw = 2000.000 g.mof™" , ao contririo do que é constatado para as outras massas,
Rg apresenta uma nitida variagdo angular. Esse aumento acentuado na intensidade

da luz espalhada a dngulos mais baixos (60° e 90°) é uma evidéncia da formacao
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Figura 5.14: Razdo Rayleigh Rg em funcdo de g pare o deztrano Mw = 70.000g.mof ™!
e concentragdo de 10g.L™1. (0): ¢g = 0g.L~};(0): cg= 59.L7%; (©): cg = 30g.L71.
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Figura 5.15: Razido Rayleigh Ry em funcdo de ¢° para o dezirano Mw = 500.000g.mof ™
e concentragdo de 59.L~ . (0): ¢g = 0g.L~1;(0): cg==5g.L7; (O): eg= 30g.L71.
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Figura 5.16: Razdo Rayleigh Ry em funcdo de q° para o dextrano Mw = 2.000.000g.mof™!
e concentracdo de 2,59.L7Y. (0): ¢g=0g.L7;(0): ¢g = 5g.L7%; (O): ¢g = 30g.L7%.
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Figura 5.17: Razdo Rayleigh Ry em funcdo de ¢°> para o deztrano lvre. (o):
Mw = 70.000 g.mof™* com ¢ = 10g.L~}; (0):Mw = 500.000g.mof=* com ¢ = 5g.L™%;
(©):Mw = 2000.000g.mof™ e c =2,5¢.L1.
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Figura 5.18: Razdo Rayleigh Ry em funcdo de q¢°> para o dezirano aprision-
ado ma matriz de agarose, ¢, = 5¢.L71. (o): Mw = 70.000 gmol™! e
¢ = 10g.L7Y;(0):Mw = 500.000g.mof~! ¢ = 5g.L71; (¢):Mw = 2.000.000g.mof™? e
c=2,5q¢.L7%.

de agregados em solucdo livre. O efeito da observagio de agregados pode ser min-
imizado -quando essa mesma solugdo de dextrano é aprisionada dentro da matriz,
conforme figura 5.18. Neste caso os agregados sdo praticamente imobilizados pelo
gel, reduzindo a dependéncia angular da razao Rayleigh. Para os dextranos de
Mw = 70.000g.mof~! e Mw = 500.000g.mof~*, tanto livre como aprisionado, onde
nenhuma variagdo angular sistemdfica estd presente, fizemos uma média dos val-
ores de Rp correspondentes aos angulos de 60°, 90° e 150°. Por outro lado, para
Mw = 2000.000g.mof¢~! utilizamos apenas valores a 150°, de forma a minimizar a
observacao da interag@o dos agregados na sohigéo. Portanto, nas figuras 5.19 e 5.20,

o valor de Ry é médio. Na figura 5.21, apenas valores obtidos a 150° sdo mostrados.

Conforme abordado acima, Ry aumenta com o aumento da massa molecular.
Observamos nas figuras 5.19, 5.20 e 5.21 que a intensidade de luz dinamicamente es-
palhada também aumenta em fun¢do da concentracdo de dextrano para uma mesma

massa molecular. A raz@o Rayleigh, para as trés massas moleculares investigadas,
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Figura 5.19: Razdao Rayleigh Rg em fun¢do da concentracdo do deztrano ¢ (Mw = 70.000
g.mof™*) em vdrias concentragies de agarose. (e): cg = 0g.L™%; (+)cg = 5g.L™%; (x):

e =800.0%.
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Figura 5.20: Razdo Rayleigh Ry em funcdo da concentracdo do deztrano ¢ (Mw = 500.000
g.mol™) em vdrias concentragies de agarose. (8): cg = 0g.L™%; (+) : ¢g = 5g.L™1; (x):

¢g=10g.L~*; (O): ¢y =30g.L™? e (0): ¢y :=40g.L71.
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Figura 5.21: Razdo Rayleigh Rg em fungdo da concentragdo do dexzirano c
(Mw = 2.000.000 g.mof™') em wvdrias concentragies de agarose: (e): cg = 0g.L7%,
(+) :cg =5g.L7L, (x): ¢g=10g.L7%, (O): ¢g = 30g.L™! € (0): ¢y = 40g.L7} Angulo de

espalhamento 150°.

apresenta um comportamento similar. Para os trés casos, considera-se que a luz es-
palhada aumenta de forma linear até a concentracéo critica. Na figura 5.19, a solugéo
de dextrano livre com Mw = 70.000g.mof~*, mostra um patamar como é esperado
nas proximidades do méximo em regido préxima a c¢*. Esse comportamento, que vai
sendo modificado & medida que aumenta a massa molecular, possivelmente se deve
& importancia que as ramificagdes vdo adquirindo & medida que a massa molecular
fica maior. Para as trés massas moleculares, quando o polimero flexivel se encontra
aprisionado dentro do gel, temos separacio de fases depois da concentragao critica.
Nesse caso, onde a amostra néo é mais honiogénea, a intensidade de luz espalhada

depende da regiao da amostra que estd sendo iluminada pelo feixe.

Os resultados obtidos para o coeficiente de difusdo D. e para a razdo Rayleigh Ry,
tém comportamentos inversos quando aumenta a concentragdo do gel. A medida
que a concentracao do gel aumenta a difus@o diminui. Nas mesmas condicoes, a

razao Rayleigh aumenta. Como bem estabelecido[3,66], D. e Ry sdo ambos fungdes
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do mddulo osmébtico 3

811 /dc
D, = 5
; (5.5)

kT
Ro = Kegra: (5.6)

onde II é a pressdo osmética da solucdo, ¢ é a concentracdo, f é o coeficiente de
fricgio, K € o fator de contraste para o espalhamento de luz[67]. Como as medidas
foram realizadas em regime diluido, onde a condigdo ¢.R, < 1 é valida , considera-se
que o coeficiente de fricg@o é o coeficiente da molécula como um todo. O produto

das equacgoes 5.5 e 5.6 resulta em

KkTc
J

que € independente da quantidade termodindmica II. No presente trabalho foi as-

D. Ry = (5.7)

sumido explicitamente que a solugdo de dextrano forma uma unica fase dentro da
matriz do gel de agarose e, como consequéncia, as taxas de relaxacdo lenta e répida
sdo devidas somente aos movimentos do dextrano. Ou seja, Ry é quem governa as
taxas de relaxacdo.

As figuras 5.22, 5.23 e 5.24 mostram o comportamento do produto D,.Rp em
fungao da concentragédo de dextrano para os trés grupos de amostras estudadas. Ve-
mos na figura 5.22 que para a menor das trés massas moleculares, abaixo de ¢*, todos
os pontos recaem sobre uma mesma reta. Isso significa que o coeficiente de fricgdo
da molécula de dextrano € o mesmo tanto para a solugdo livre como para a solugéo
aprisionada na matriz de agarose. A partir dessa constatagdo, é possivel afirmar
que o decréscimo no valor do coeficiente de difusdo do dextrano dentro do gel, em
relacao a solucao livre, é resultado da diminui¢do do médulo osmético, néo estando
relacionado a fric¢ao com a matriz circundante. A matriz gel é puramente estdtica,
sendo sua entropia configuracional zero. Logo a fun¢do da matriz gel é reduzir o
espaco disponivel para as moléculas de dextrano, diminuindo sua entropia. Situagéo

similar foi observada na diminui¢do do raio de giro de polimeros aprisionados em
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Figura 5.22: D..Rg em fun¢ao da concentragéo do dezirano ¢ (Mw = 70.000 g.mof™! ) em

vdrias concentragdes de agarose. (o): cg=0g.£7}(+) : cq = 59.671 e (O): cg=30g.671 .
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Figura 5.23: D..Rg em funcdo da concentracio do deztrano ¢ (Mw = 500.000 g.mot™?)
em vdrias conceniragoes de agarose. (o): ¢ = 0g.l™}, (+) : ¢ = Bg.t™}, (x):

¢cg =10g.£71, (O) ¢y = 30g.671 € (o) c, = 40g.£71.
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Figura 5.24: D,.Rg em fun¢do da concentracdo do deztrano ¢ (Mw = 2000.000 g.mof™*)
em vdrias concentragcbes de agarose. (o): cg = 0g.L7%, (+) : ¢g = 5g.L7%, (x):

cg=10g.L72,(0): ¢ = 309.L™* & (0):cp =40g.LL.

redes randdmicas, onde o fenémeno da reticulagdo reduziu a entropia configuracional

das moléculas aprisionadas [64,65,20].

Ao contrario do que ocorre para a massa molecular menor, para as massas mole-
culares maiores (Mw = 500.000 e 2.000.000 g.mof™) o aumento de Ry ndo é com-
pletamente compensado pela respectiva diminuigdo de D.. Esse resultado indica a
existéncia de um efeito retardador de origem ndo termodindmica que afeta prefe-
rencialmente as massas moleculares maiores de dextrano, Mw = 500.000 e 2.000.000
g.mof~}. Como as cadeias de dextrano sio mais longas, em funcio da maior massa
molecular do polimero flexivel, possivelmente essas comecem a se entrelagar com as
cadeias de agarose que formam a matriz rigida. Seguindo esse raciocinio, & medida
que a massa molecular aumenta, o processo difusivo ficaria cada vez mais e mais
lento. Esse efeito retardador fica mais evidente com o aumento da concentragao da
agarose, uma vez que esse aumento na concentragido da matriz faz com que os poros

dentro do gel fiquem cada vez menores[64,65].

Como discutido anteriormente, a dependéncia angular da intensidade de luz es-
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Figura 5.25: Grdfico do tipo Zimm obtido a partir do espalhamento de luz dindmico do

deztrano Mw = 500.000 g.mof~* em g¢éis de agarose.

palhada, Ry, estd relacionada & massa molecular Mw do dextrano. Pardmetros, tais
como massa molecular Mw e o raio de giro Rg de macromoléculas de dextrano em
solugdo , sao determinados classicamente por espalhamento de luz estético[68]. Para
se obter os valores de Mw e Rg é necessario que as amostras sejam preparadas em
regime diluido, ou seja, que a condigéo g.R, < 1 seja satisfeita. A presenca de
poeira e associagdes moleculares também conduzem a valores falsos de massa molec-
ular e raio de giro. No preparo das amostras com esses polissacarideos, tendo a dgua
como solvente, podem surgir tais dificuldades. A remocdo de particulas de poeira e
de associagGes moleculares na presenga de solvente aquoso é um processo bastante
dificil. Como o presente sistema dextrano-agarose-dgua envolve a formagao de um
gel rigido, as particulas de poeira e as associagdes que atuam como espalhadores
de luz espuria ficam imobilizadas pela matriz de agarose. Essa quantidade extra de

luz espalhada tem apenas uma contribuigéo estética, que é somada a luz espalhada
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Figura 5.26: Grdfico do tipo Zimm obtido a partir do espalhamento de luz dindmico do

deztrano Mw = 2000.000 g.mof~! em géis de agarose.

pela rede estdtica da agarose. Desta maneira, procurou-se obter informagdes sobre o
comportamento do dextrano dissolvido que se move dentro da matriz rigida através
do valor de Rg.

A partir da intensidade de luz espalhada em fungdo dos trés dngulos de espal-
hamento investigados, foi possivel construir um gréfico de Zimm. A partir do gréfico
de Zimm determinamos a raio de giro R, da molécula de dextrano. O valor do raio
hidrodinamico Ry, foi calculado conforme 3.31. Os resultados para as massas molec-
ulares Mw = 500.000 e 2.000.000 g.mof~* sdo mostrados nas figuras 5.25 e 5.26 e
resumidos na tabela 5.1. Para a menor das trés massa moleculares investigadas,
Mw = 70.000g.mof™!, o sinal da intensidade de luz espalhada foi muito fraco, e os
parametros extraidos devem ser avaliados com reservas.

A partir de medidas da intensidade de luz espalhada (espalhamento estético e
dinamico) foi obtido o valor da razdo entre o raio de giro e o raio hidrodindmico
p = Ry/Ry) para a solugéo de dextrano livre [68]. Este valor de p estd de acordo com

o valor teérico obtido para polimeros lineares em condigdes #, ou seja 1.5. Entretanto,
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Tabela 5.1: Pardmetros referentes ao polimero flezivel dextrano.

M pnom /1000

M,,/1000

Ry/nm

Ry /nm

p = Rg/Rp

Ay

Obs.

70

64

9.6

6.5

1.48

Ref.68
&= O™

500

490

24.4

16

1.53

Ref.68
gy Dl

2000

1850

42.2

37.8

1.12

Ref.68
Cqg = 0g.L~!

70

6.2

Eisse
Trabalho

70

500

540

23.1

18.7

1.24

2.5.10~4

Trabalho
Cg = 5g.L~1

2000

3400

59.8

43

1.39

17.3.10°%

Esse
Trabalho
cy="5g.l™?

2000

2900

42.5

55.9

0.76

TBIGE

Esse
Trabalho
¢g=10g.L™
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para a solugdo de dextrano com Mw = 2.000.000g.mof~! o valor de p é menor do
que o valor tedrico. A explicacdo para essa diferenca é que o dextrano de mais
alta massa molecular ndo é uma cadeia linear, mas sim um polimero ramificado[69].
J4, os pardmetros por nds obtidos através do espalhamento de luz dindmico para o
dextrano de massa molecular Mw = 2.000.000g.mof~* dependem da concentracio

de agarose que forma a matriz gel que circunda o polimero flexivel.

Para Mw = 500.0009.mo£"1, o valor do raio de giro do dextrano aprisionado no
gel, obtido do grafico de Zimm dinidmico é muito préximo do valor tedrico, mas o
valor de p é menor que o valor previsto. Isso indica que a cadeia de dextrano com

essa massa molecular é ramificada.

Para » Mw = 2.000.000g.mof~*, como ji mencionado, a variagdo no valor de
p obtido a partir do grafico Zimm depende da concentragdo da matriz. A medida
que a concentracio de agarose passa de 5 para 10g.L, o valor da razo p diminui
praticamente 50%. Na figura 5.27 temos o comportamento de R, em fun¢do da
massa molecular. Apesar de considerarmos que os pontos estdo sobre uma mesma
curva mestra, as discrepéncias visiveis provavelmente sao reais. Essas diferencas
podem estar indicando um fracionamento do dextrano de massa molecular Mw =
2.000.000g.mof™* quando a concentragio da agarose aumenta de 5 para 10g.L7L.
A medida que a concentracio de agarose aumenta, o tamanho dos poros por onde
circula o dextrano diminui, o que faz com que as fragbes de massas moleculares
maiores sejam imobilizadas. Cabe ainda ressaltar, que para a matriz gel com ¢, =
10g.L™%, o valor da razdo p para o dextrano é menor do que o valor para uma esfera
rigida impenetravel. Esse resultado_ aparentemente sem significado fisico pode ser
explicado através da existéncia de entrelagcamentos entre as moléculas de dextrano
e a matriz. Quando o raio de giro torna-se compardvel com o tamanho do poro
da matriz, esses entrelacamentos impedem o movimento do dextrano e esse fato faz
com que o valor aparente de Ry torne-se muito alto. Essa conclusdo estd de acordo

com variagoes andomalas que ocorrem em D,.Ry.

O expoente da lei de poténcia que vemos na figura 5.27, v = 0.43 £ 0.03 é
significativamente menor do que o esperado para um polimero linear em bom solvente

(v = 0.588), ou mesmo para um solvente teta (v = 0.5) . O segundo coeficiente virial
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Figura 5.27: Raio de giro R, em fungdo da massa molecular M. (e): Dados do es-

palhamento le luz estdtico sequndo referéncia [68]; (+): Dados do espalhamento de luz

dinamico obtidos neste trabalho.

Ag € pequeno mas, ainda assim, é um valor positivo. De onde conclui-se que a dgua
é um bom solvente, resultado este que estd de acordo com a inclinagdo positiva
de D.(c) visivel nas figuras 5.10, 5.11 e 5.12 mas ¢ inconsistente com o solvente em
condicao teta ou solvente pobre, segundo os valores de p. Esses resultados podem ser

entendidos se assumirmos que as amostras de dextrano sao parcialmente ramificadas.

Na figura 5.28, vé-se a dependéncia entre o raio hidrodindmico e a massa mole-
cular, tanto para os valores previstos, como para os obtidos a partir do gréfico
Zimm. Nesse grafico, foram excluidos os dados referentes & amostra ¢, = 10g.L™?,
uma vez que nesta amostra existem entrelagamentos entre o dextrano e a matriz
gel. O expoente encontrado para a lei de poténcia referente 2 esse comportamento
é v = 0.50 £ 0.03. Contrastando com o comportamento dos polimeros lineares [70],
esse valor € maior que o valor do expoente estdtico encontrado a partir da equagdo
da reta referente a figura 5.28. Porém, ainda assim esse valor é ainda menor do
que aquele para polimeros lineares em um bom solvente. A razdo p é uma fungéo

decrescente da massa molecular. Assim, mais uma vez, podemos concluir que o

. 68



100

-

10* 10° 10° 107

-1
Mv /g mol

Figura 5.28: Raio h.drodindmico Ry em fun¢do da massa molecular M,,. (e): Dados do
espalhamento le luz estdtico seqgundo referéncia [68]; (+): Dados do espalhamento de luz
dindmico obtidos neste trabalho. A linha continua mostra o melhor ejuste para os pontos

ezperimentais , exceto para aqueles referentes as amostras com concentragao de agarose

de 10g.L71.

dextrano tem uma estrutura ramificada.



Capitulo 6

CONCLUSOES

A intensidade de luz espalhada pelas solugtes de dextrano livre € maior do que
quando estas encontram-se aprisionadas dentro do hidrogel de agarose. Esse com-
portamento foi observado para as trés massas moleculares em questdo e é atribuido
a redugdo do espaco livre que as cadeias de dextrano dispdem para se movimentar.
O fato do valor de 8 diminuir para as mostras de dextrano aprisionadas no gel,

decorre da forte contribui¢do heterédina da matriz estética.

A presenca da matriz que enclausura o polimero livre faz com que o coeficiente
de difusdo diminua, enquanto que a razdo Rayleigh, em fungdo do forte cardter

heterédino do gel rigido, aumente a medida que a concentragao de agarose aumenta.

Os movimentos do dextrano livre para as trés massas moleculares sdo difusionais.
A taxa de relaxacdo de I versus ¢g® para as duas massas menores mostra que a difusdo
de dextrano € vista como a difusdo translacional associada & difus@o dos centros de
massa de um novelo polimérico. A presenca de agregados na solugdo do dextrano
2.000.000 g.mol™* faz com que I'(g?) nio seja uma reta que passe pela origem. Porém
quando essa solugdo € aprisionada no gel, os agregados ficam com seus movimentos
restritos, fazendo com que o comportamento de I' aproxime-se daquele observado

para massas moleculares menores.

Os resultados de espalhamento de luz dindmico acima apresentados, mostram que
€ possivel medir as propriedades de grandes moléculas que estejam se movendo den-
tro de uma matriz rigida que espalha luz muito mais fortemente do que as préprias

moléculas. Além de pardmetros dindmicos podemos obter a partir da avaliagdo dos
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dados de intensidade, pardmetros tradicionalmente obtidos por medidas estéticas
tais como My, Ry e A;. Para a massa molecular 70.000 g.mol™ ndo foi possivel
avaliar esses parametros por que quando suas soluges encontram-se aprisionadas

na matriz, os sinais das intensidades medidas sdo muito fracos.

A intensidade da luz dinamicamente espalhada para as massas moleculares 70.000
g.mol~! e 500.000 g.mol™! nio apresenta variagdo angular, o que permitiu calcular
um valor médio de Ry para os angulos de 60, 90 e 150°. Para as solugdes de maior
massa molecular, 2.000.000 g.mol~*, apesar de uma dependéncia angular da intensi-
dade ser esperada quando a massa molecular é elevada, o aumento foi excessivo para
baixos dngulos. A explicagio para esse fato é a presenca de agregados. A observagao
desses agregados ¢ minimizada a 150°. Quando a solugdo esta aprisionada no gel,

os agregados estdo imobilizados e os efeitos de sua presenga sdo minimizados.

O produto de D, x Ry para a massa molecular menor, 70.000 g.mol 2, é indepen-
dente da concentragdo da matriz. A diminuigado no coeficiente de difusdo é compen-
sada pela aumento na razdo Rayleigh. Jd para as massas moleculares maiores, ndo
existe tal compensacdo . Isso leva a conclusdo de que cadeias de dextrano mais lon-
gas comegam a se entrelacar com as cadeias da agarose. Para o dextrano de massa
molecular 70000 g.mol™* o coeficiente de friccdo da molécula é o mesmo tanto em
solugdo livre como para a molécula aprisionda no gel. A diminuigdo do coeficiente
de difusao no gel é simplesmente decorréncia da diminuigdo da pressdo osmética e

nao estd relacionado com a fricgdo na matriz.

A avaliacdo e comparagdo dos valores de R, e As, como jé dito, foi possivel
somente para as massas moleculareé 500.000 g.moi‘l- e 2.000.000 g.mol™!, para as
quais a razao entre o raio de giro e o raio hidrodindmico é menor do que aquela es-
perada para polimeros lineares em condigéo 6. Isso pode ser explicado pela presenga
de ramificagbes nas cadeias de dextrano, ramificagbes essas que adquirem maior
importincia a medida que a massa molecular aumenta. Conclui-se que para mas-
sas moleculares mais elevadas, principalmente para a massa 2.000.000 g.mol™?, a
razao p tem dependéncia da concentragido da matriz. A medida que a concentracao
de agarose aumenta o dextrano comporta-se como se estivesse sendo fracionado, ou

seja, maiores massas moleculares vao sendo imobilizadas quando o tamanho do poro



da agarose decresce. Um aumento ainda maior na concentragdo da matriz reduz o
valor de p a 0.76 para o dextrano de massa 2.000.000 g.mol~!. Isso evidencia a
existéncia de entrelacamentos das moléculas de dextrano com a agarose. Quando o
raio de giro torna-se comparavel ao tamanho do poro da matriz, os entrelacamentos
impedem o movimento do dextrano e o valor aparente de Ry torna-se alto. Essa
conclusdo concorda com a variagao andémala vista para D..Rg.

Observamos que o valor de’ A, apesar de pequeno € positivo. De onde se conclui
que a dgua é um bom solvente, resultado que estd de acordo com a inclinac¢ao positiva
de D.(c). Por outro lado, o valor do expoente para a lei de poténcia é menor do
que o esperado para polimeros lineares em bom solvente ou mesmo em solvente

. Para explicar esse comportamento, assumimos que as cadeias de dextrano sdo

ramificadas.
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ABSTRACT: We report dynamic light scatiering measurements of solutions of a low molecular weight
polymer (dextran M, = 70 000), both in the free state and inside agarose hydrogels of varying
concentrations. The light scattered from.the rigid agarose matrix strongly heterodynes the signal from
the mobile component, thereby allowing measurements both of the diffusion coefficient D, and of the
Rayleigh ratio Rs of the dextran. For dextran concentrations c less than or equal to the overlap
concentration ¢*, D. decreases as the concentration of the gel matrix c; increases. The product D.R;,
which depends only on hydrodynamic factors, is, however, independent of the agarose concentration. It
is concluded that the principal influence of the static gel matrix is to reduce the entropy and hence the
osmotic pressure of the dextran solution. For concentrations of dextran greater than c*, the gel structure

undergoes a phase separation.

Introduction

Over the past few years, several investigations have
been reported into the behavior of free polymer chains
inside swollen networks. Measurements of swelling
pressure and small-angle X-ray scattering show that
free chains inside a gel of the same polymer do not
behave like a polymer solution but instead as if they
were additional network chains.1=3 Small angle neutron
scattering has shown that free chains in a swollen
network adopt a collapsed configuration that is smaller
than the unperturbed size of the molecule.*® As pre-
dicted by theory,5 the reduction in available configura-
tion space in the random network causes the individual
polymer coils to shrink as if they were in poor solvent
conditions. Apart from swelling pressure measure-
ments,!? however, little is known about the effect of 2
gel matrix on the osmotic susceptibility of polymer
solutions.

Ternary systems in general have recently become the
subject of increased attention. The influence of a
dissolved polymer on the formation of polyacrylamide
hydrogels has been examined by static light scattering.”
In dynamic light scattering investigations into ternary
systems, emphasis has in the past been placed mere on
the measurement of the diffusion coefficient than on the
intensity of the scattered light. Particular interest has
been paid to cases in which the host matrix has the
same refractive index as the solvent.® since this condi-
tion allows the movement of the guest polymer to be
detected alone. Measurements have also been reported
on the dynamics of free chains trapped inside biopoly-
mer hydrogels;®1° here, because of the large difference
in refractive index between the solvent and the matrix,
index matching techniques are difficult to implement.
It is generally found that the diffusion coefficient of the
guest polymer is smaller than that in the free solution.
To gain access to the thermodynamics of the solution,
however, the intensity of the dynamically scattered light
must also be measured.

t Laboratoire de Spectrométrie Physique.
% Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

In this article we use quasi-elastic light scattering to
investigate the motion of flexible polymer molecules in
a rigid gel matrix composed of a different polymer.
Unlike gels made of flexible chains, the amplitude of
the movements of a rigid-rod network is extremely
small. The overwhelming majority of the light scattered
by these systems is elastic: the pattern oflight scatiered
by the network alone thus consists of z static array of
speckles. This pattern may, however, evolve slowly
under the influence of thermal stresses in the gel
generated by the laser beam or by overzll temperature
fluctuations in the system. In principle, therefore, if
such gels host a solution containing free polymer
molecules, any quasi-elastic component in the scatiered
light is almost entirely attributable to the movement
of the free chains in the network. This consideration
enables us in principle to measure both the diffusion
coefficient and the osmotic susceptibility of the polymer
solution inside the matrix. In the situations described
here, however, the static scattering can be as much as
3 orders of magnitude more intense than the fluctuating
component of the guest solution. This condition sets a
severe experimental challenge in the determination of
the diffusion coefficient and the Rayleigh ratio of the
solution. As the interpretation of such scattering
spectra relies on proper separation between these two
components, the theoretical section contains a summary

description of the procedure and its underlying assump-
tions.

Theoretical Section

The question of optical heterodyning in gels has been
abundantly treated in the past.1~18 At the temperature
of measurement (25 °C), the agarose matrix is practi-
cally rigid, generating a static speckle pattern whose
intensity I(g) and phase depend on the particular
speckle observed. The total electric field at the detector
is then the sum of the static field and the field E{¢) from
the mobile polymers in the network. The resulting
intensity fluctuations yield the field correlation function,
g(?), and also the fluctuating intensity, I{t) = |E4D)[2
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For a mobile polymer obeying Fick’s egquation, the
correlation function g(@) is

g(t) = exp(-D gt) _ (1)

where D, is the diffusion coefficient and g (=(4n/4) sin-
(8/2)) is the transfer wave vector. At low polymer
concentrations, D. describes the translational diffusion
of the individual polymer molecules. Equation 1 in-
volves time fluctuations of the concentration only;
permanent spatial fluctuations in the system contribute
to the static scattering, but not to the dynamics. The
correlation spectrum of the intensity I(¢) is then

(Utg) [I6) It+0) de =17 + 20 (1) +
' (I [1 + B + 21 (I )Be(D) (2)

where the angular brackets are averages over the
experimental accumulation time ¢g, and f (<1) is the
optical coherence factor. Normalizing (2) by the square
of the average intensity (computer baseline), i.e.

O = +IP =0V +2IXH+ Ty @)

yields the total intensity correlation function

SIe) I(t+0) at
- D'tz

As stated above, however, in most gels the speckle
pattern evolves slowly with time, and I, is not a true
constant. This consideration has stimulated investiga-
tions into the notion of ensemble averaging and noner-
godicity.%!® In the present case, the dissolved polymer
molecules are free to overlap and are therefore fully
ergodic. Any time dependence of I; is assumed to be
sufficiently slow for it to be distinct from the fast
fluctuations in Iy due to the motion of the free polymer.
The time average of 1,2, namely (/;2), determines the
effective constant baseline (“far point”) to which the
correlation spectrum decays, i.e.

G(1) (4)

far point = (Utg) [1() I(¢+2.) dt = (I,°) +
AIXIY + (I (5)

where 7. is the extended channel delay. Here we are
concerned only with the quantities {It) and g(t). To
obtain these, the far point is subtracted from eq 2, and
the result is normalized by the computer baseline. This

vields for the dynamic component of the intensity
correlation function

(1% + 20 XY + T2
(I>2
= BI2X(1 — X)ez) + X*2°()] (&)

where X = (I9/(I¢ + I) and H(z) tends to zero as 7 tends
to . p is found by extrapolating G(z) to 7 = 0 for a
dilute suspension of latex beads (for which X = 1). In
the present optical arrangement, § = 0.96. Hence, for

H(z) = G{k) -

Dynamics of a Polymer Solution in a Rigid Matrix 7713

the heterodyne case eq 5 is soluble!® for X and for g(1).
The required intensity is thus

I=X{I )

where () = (Is + I,) is the total intensity averaged over
the experimental observation time Zg.

For the present system, therefore, it is seen that
spatial averaging of the speckle pattern is not necessary
to determine Iz This assumption was confirmed by
comparing intensity measurements from several differ-
ent positions in the sample and for different values of
the incident beam attenuator; the resulting variation
in Ir was less than 10%. To obtain the zbsolute value
of the fluctuating intensity, Ry, however, the transmis-
sion Tr of the sample must be measured, as well as the
intensity Igang = Rylo from a standard sample (toluene),
where R, is the Rayleigh ratio of the standard and I is
the intensity of the incident beam. Thus, finally,

_RX()sin 6
T LTt -

Eq

where 6 is the scattering angle and where we assume
that the incident laser intensity Iy is the same for the
measurements of the sample and of the standard. In
the agarose—water gels used for the present measure-

ments, Tr can be appreciably smaller than unity (0.25
=Tr=1).

Sample Preparation

The dextran, of molecular weight M, = 70 000, was used
as supplied by Sigma. The agarose was graciously provided
by R. Armisen (Hispanagar, Spain). Its molecular weight,
determined by viscometry,'” is M. = 1.2 x 105. The sulfate
content specified by the manufacturer is 0.1%. The methyl
content was found by *H NMR to be 0.6%. ‘Dextran solutions
were investigated in the concentration range 2g L' <= ¢ <
100 g L-%; the agarose concentration of the host gel was in

theT?in.ge 0=c,=40gLL

e samples were prepared by mixing the appropriate
weights of agarose and dextran in deionized water and heating
the mixture to 100 °C. The resulting solutions were stirred
until complete dissolution and then transferred to cylindrical
glass tubes of 10 mm outer diameter and sealed. The samples
were melted again at 100 °C and allowed to cool to room
temperature; gelation of the agarose occurred as the temper-
ature fell below 45 °C.

Dynamic light scattering measurements were made with a
Spectra Physics SP162 laser working at 488 nm, and a
Malvern Instruments 7032 multibit correlator. All measure-
ments were made in a temperature-controlied bath at 25 °C.
The laser and goniometer were fized to an optical table that
was isolated from the building by pneumatic supports. Care
was taken to eliminate any source of mechanical vibrations
from the optical table, since any excitation of the fundamental
frequency either of the sample or of the table is detected in
the scattered signal.

Measurements of the transmission of the samples were
made in the same cells, using a Kontron Uvikon 810 spectro-
photometer working at 488 nm. To counter the lens effect of
the cylindrical light scattering cells, these were placed in
rectangular glass cuvettes containing water in the intervening
space. A mask was applied to ensure that only light traversing
the cylinder diameter was detected by the spectrophotometer.

Results and Discussion

All the polymer solutions and gels were measured at
60°, 90°, and 150°. This angular range was selected to
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Figure 1. Intensity correlation function of 2 10 g/L dextran
solution (M, = 70 000) at 25 °C in the free solution (circles)

and in an agarose gel of concentration 30 g L. Scattering angle
0",

minimize possible effects of multiple scattering that can
arise at small angles in turbid gels; the observed
absence of depolarized scattering in the primary beam,
however, shows that this condition was in fact unneces-
sarily strict. Measurements were made as a function
of dextran concentration ¢ between the dilute and the
semidilute region, and also for various concentrations
cg of the agarose gel. The overlap concentration c¢* in
agueous solution for the My, = 70 000 sample is, from
intrinsic viscosity measurements,'” known to be c* =
35 g/L.

For the pure dextran solutions, the correlation spectra
were all found to be purely homodyne, the intercept of
the reduced intensity correlation function G{zr) — 1l atr
= 0 being close to the measured value of § for our optical
arrangement (Figure 1, circles). Effects of molecular
associztion become visible, however, as the concentra-
tion increases, giving rise to a small quasi-static com-
ponent in the scattered light. In contrast, for the
spectra obtained from the dextran solutions in the
agarose gels, the value of G(0) - 1 is about 2 orders of
magnitude smaller (Figure 1, crosses). As changing the
sample does not modify the optics, this reduction can
be attributed to strong heterodyning by the light scat-
tered from the agarose gel. The degree of heterodyning
is found from eq 6; the resulting values of X lie in the
range 1072-1079,

In Figure 2 the field correlation functions g{7) calcu-
lated from the spectra measured at 6 = 90° are shown
for samples containing ¢ = 10 g/L dextran, both in the
free solution (circles) and in agarose gels of two different
compositions. As found by Burne and Sellen!® for
dextran in gellan gels, the motion of the polymer inside
the gel becomes slower as the gel concentration is
increased. It can also be seen that with increasing gel
concentration c;, a second much slower motion appears,
whose amplitude becomes increasingly large. The
continuous lines shown in this figure are the least-
squares fit to a double exponential function. While this
fitting function is acceptable for the c;= 0 and 5 g/L
samples, a broader distribution of relaxation times is
clearly necessary to describe fully the slow motion in
the more concentrated gel, c; = 30 g/L.

Figure 3 shows the angular dependence of the fast
relaxation component in the dextran spectra found for

the three samples of Figure 2. Bearing in mind the -
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Figure 2. Field correlation function g{r) calculated from eg
6 for dexiran solutions at ¢ = 10 g L™ (O) ¢; = 0 (free
solution); (+) in agarose gel with ¢; = 5 g L™%; (x) in agarose
gel at ¢; = 30 g L™, Scattering angle 90°. The continuous
curves are least-squares fits to a two-exponentlal decay.
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Figure 3. Relaxation rate I of the fast component of g(r) for
the same samples as in Figure 2, plotted as a function of g™
(O) ¢z = 0 (free solution); (+) c; =5gL™% (x)cg=30g L%

error inherent in decomposing a multiexponential decay,
the data in Figure 3 indicate that the fast relazation
rate is proportional to g2. This is therefore 2 diffusive
mode, the corresponding diffusion coefficient being
denoted D.. At low concentrations D. describes the
translational diffusion coefficient of the individual
polymer coils, while above the overlap concentration c¥,
it is a collective mode involving fluctuations of the local
swelling of the polymer in the solvent.’® The slow
relaxation mode is less reproducible, making its angular
dependence more difficult to determine; within the
experimental error, however, the longer relaxation rate
also varies as g°.

The dependence of D, upon the dextran concentration
¢ is shown in Figure 4, for agarose concentrations lying
between 0 and 40 g/L. In the free solution (circles), D,
increases monotonically, with no noticeable effect oc-
curring at c*. As the agarose concentration increases,
however, the value of D, for the dilute dextran sclutions
decreases significantly, but, with increasing dexiran
concentration, D, approaches the values of the free
solution. Thus, as the overlap concentration ¢* is
approached, the dextran solution in the gel appears to
resemble that in the free state.

As the dextran concentration is further increased,
another effect appears: for samples prepared above c*,
phase separation occurs during gelation. The resulting
agarose gels become visibly turbid, and the measured
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Figure 5. Rayleigh ratio Ry as a function of g2 for dextran

solutions at ¢ = 10 g L™ in agarose gels of differing concentra-

tions ¢,z (O) ¢, = 0 (free solution); (+) e, =5 g L% (x) ¢g = 30

g L. The dashed horizontal lines are the resulting averaged

intensities.

light scattering relaxation rates can depend on the
region investigated in the sample.

The total intensity of the dynamically scattered
intensity Ry is shown in Figure 5 as a function of ¢* for
dextran solutions at concentration ¢ = 10 g/L, in gels of
different agarose concentrations c;. Owing to the more
complex procedure, the inherent errors in this type of
analysis are significantly greater than in standard light
scattering: the precision of these measurements is
limited to zbout 20%. It is therefore unjustified to
deduce a structure factor from these data, but it is clear
that Ry in the gel is greater than that in the free
solution. To reduce the random error in the intensity
measurements, an average of the scattering intensity
is taken over the measured angles. The results are
shown in Figure 6 as a function of dextran concentra-
tion, for different gel compositions. Data from the
phase-separated samples have been omitted in this
figure. It can be seen in this double logarithmic scale
that the scattered intensity increases practically linearly
with dextran concentration up to c¢*. Above this con-
centration the free solution exhibits a plateau, as
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Figure 6. Rayleigh ratio R; as a function of dextran concen-
tration ¢ in agarose gels of differing concentrations g ©) ¢,
= 0 (free solution); (+) ¢, =5g L}; (x) ;=30 g L™

expected in the vicinity of the maximum in semidilute
solutions. For the gels, however, the intensity increases
strongly in the semidilute region.

For the dextran sample used here, the radius of
gyration Rg, measured by static light scatiering, was
found to be 9.6 nm. This result is consistent with
previous measurements made on this system.’® For the
present observations therefore, gRg < 1, and, as far as
the individual dextran coils are concerned, the experi-
mental condition is close to the thermodynamic limit g
= 0. In this approximation, the scattered intensity is
given by

= kT
where IT is the osmotic pressure of the solution and K
is the contrast factor for light scattering.
Furthermore, the diffusion coefficient can be ex-
pressed as

8ll/ac
== 10
D, 3 (10)

where f is a friction coefficient that contains the
hydrodynamic interactions. (Generally, fis understood
to be the friction coefficient of the individual monomers,
but, provided we restrict ourselves to the dilute regime,
it is legitimate to consider f as being that of the whole
molecule.) It follows from egs 9 and 10 that the product

DR, = KkTclf a1

contains no thermodynamic information but reflects
only the hydrodynamic interactions. In the present
case, we make the explicit assumption that the dextran
solution forms a single phase within the gel matrix and
that Ry therefore governs both the fast and the slow
relaxation rates.

Figure 7 shows the variation of D Ry as a function of
c in different gel environments. Within experimental
error, the points fall on a master curve below c*: this
result means that the friction coefficient f of the dextran
molecule is the same whether it is in free solution or in
the gel. It follows that the observed decrease in the
diffusion coefficient of dextran in the gel with respect
to the free solution is a result of a decrease in the
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Figure 7. Product R4D. as a fanction of dextran concentration
¢ with various agarose gel concentrations of (©) ¢ = 0 (free
solution); (+) g, =5g L% (x) e, =30 g L™

osmotic modulus and is therefore unrelated to the
friction of the surrounding matrix. The gel matrix is,
however, purely static, and its configurational entropy
is zero; under these conditions, its influence is confined
to reducing the free space available to the dextran
molecules, thereby decreasing their entropy. This situ-
ation is a2 corollary of the observed reduction in radius
of gyration of polymers trapped in random networks,
where the cross-links reduce the configuration entropy
of the guest molecules.*® i

At concentrations beyond ¢* the product DR in the
gel exceeds that of the free solution. The reason for this
finding is unclear at present, but it may simply reflect
the fact that, owing to the reduced osmotic pressure,
the overlap concentration c* of the dextran in the gel is
greater than in the free solution.

Conclusions

Low molecular weight dextran (M, = 70 000), when
dissolved inside agarose hydrogels, exhibits single phase
behavior at concentrations ¢ =< c¢*, where c* is the
overlap concentration of the dextran. Above c*, phase
separation occurs; this behavior contrasts with that of
the free solution, which is continuously soluble in water.
For dextran concentrations less than or equal to the

Meacromolecules, Vol. 31, No. 22, 1998

overlap concentration, the diffusion coefficient D, is
reduced and the Rayleigh ratio Ry is enhanced compared
to the free solution. In this concentration range,
however, the quantity D.Rg which depends only on
hydrodynamic factors, is found to be independent of the
agarose concentration. Itis concluded that the rigid gel
mairix reduces the osmotic pressure of the dextran
solution by reducing the configuration space available
to the dextran.
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ABSTRACT

Dynamic light scattering measurements of the diffusion coefficient D and the Rayleigh ratic Rg are
reported for dextran molecules confined in agarose gel networks of various concentrations. In this condition, the
light scattered by the dextran is some two orders of magnitude less intense than that from the agarose. Three
molecular weights of dextran were investigated, 7x10%, 5x10° and 2x100 g mol-1. For the lowest molar mass it
is confirmed that, betow the dextran overlap concentration ¢*, the product DxRg is independent of the agarose
concemiration, showing that the reduction of the rate of diffusion inside the gel is the result of a decrease in the

osmotic pressure in the confined geometry. For the higher molar masses, entanglement effects between the
dextran and the network become noticeable in the more highly concentrated gels.

The dynamic light scattering intensity measurements are also found to yield reasonable estimates of the
molar mass Myy and radius of gyration RG of the trapped dextran molecules. The second virial coefficient A is

positive, indicating that the agarose-water matrix acts as a good solvent for dextran, but the ratio of RG to the
hydrodynamic radius is less than 1.5. These results are interpreted in terms of branching of the dextran molecule.

INTRODUCTION

Recently we reported dynamic light scattering measurements of the motion of low molar mass dextran
solutions (My, 070 000 g mol™!) trapped inside agarose gels.! The two components of this system are miscible
over a limited concentration range, above which the gel that is formed displays phase separation on a macroscopic
scale. In the range of miscibility the dextran molecules migrate freely throughout the volume of the sample that is
not occupied by the agarose and their behaviour is therefore similar to that of a liquid. The light scattered by the
gel structure itself was found to be some two or three orders of magnitude more intense than that scattered by the
mobile macromolecules, with the result that the latter was strongly heterodyned. In this situation, photon
correlation spectroscopy can be used to discriminate between these two components since, in the concentration
range of interest, agarose gels are virtually immobile at room temperature. In this system, then, the only dynamic
component is that of the mobile guest polymer. Analysis of the resulting intensity correlation functions
accordingly yields not only the corresponding diffuision coefficient D but also the Rayleigh ratio Rg.

The results of reference 1 may be summarized as follows. For concentrations below the overlap
concentration ¢*, the diffusion coefficient D of the dextran in the gel is depressed with respect to the free
solution. Conversely, the intensity Rg scattered by the trapped molecules is enhanced over that in the free state.
The product of these two quantities, D x Rg, however, was found to depend only on the dextran concentration ¢
and to be independent of the gel concentration cg. These results showed that the reduction in diffusion rate is not

due to frictional effects but instead comes from a depression of the osmotic pressure due to configurational
entropy loss in the confined volume of the gel.

It is natural to try to extend these observations to larger guest molecules in order to explore larger lensth
scales in the gel. For this reason, in this article we report measurements on agarose gels containing dextran

solutions of higher molar mass, namely 5 x 10° g mol"! and 2 x 106 g mol-!, the radii of gyration RG of which
are appreciably larger.

EXPERIMENTAL SECTION
The sample preparation was described in detail in ref1, Three lots of dextran, of molar mass
My=7x10%, 5.0x10° and 204100 g mot-! respectively, were used as supplied by Sigma. The motar mass of the
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agarose, kindly provided by R. Armisen (Hispanagar, Spain), was My, =1.2 x 10° g mol-! (sulphate content
0.1%, methyl content 0.6%). Previous measurements2 of the molar mass of these samples yielded the results
displayed in Table L.

The appropriate weights of agarose and dextran were mixed in de-ionized water, and heated to 100°C
and stirred to comptlete dissolution. The solutions were seated in 10 mm diameter cylindrical glass tubes, then
melted again at 100° C and allowed t0 cool to room temperature. Gelation of the agarose occurred as the
temperature fell to 45°C.

Dextran and agarose form uniform gels in water over a limited concentration range, above which
macroscopic phase separation occurs. The phase diagram is shown in Figure 1. The experiments described in this
article were all conducted in the region of miscibility.

Dynamic light scattering measurements were made with a Spectra Physics SP162 laser working at 488
nm, and a Malvern Instruments 7032 multi-bit correlator. All measurements were made in a temperature
controlled bath at 25°C. The laser and goniometer were fixed to an optical table that was isolated from the
building by pneumatic supports.

The optical transmission factors T of the samples were measured in the same cells, using a Kontron
Uvikon 810 spectrophotometer working at 438 nm. To compensate for the lens effect of the cylindrical light
scattering tubes, these were placed in rectangular spectrophotometric cells containing water in the intervening
space. A mask was applied to ensure that only light traversing the cylinder diameter was detected by the
spectrophotometer.

For the free solutions of dextran, the scattered Light consists entirely of the fluctuating component, If,

and dynamic light scattering measurements were made in the usual homodyne condition.3 For solutions trapped
in the gels, however, the rigid agarose structure adds a static component of stray kight Ig which generates
heterodyne mixing at the photomultiplier. The total average scattering intensity is then

<P=<Igtis> (1)
and the resulting normalized intensity correlation function is*

G(x) = G(fp) + B[ 2X(1-Ng(z) + X)) &)

I
Ineq 2, X = (J{) is the fluctuating fraction of the scattered light, § the optical coherence factor of the

detection system and g(7) is the field correlation function of the fluctuating component. The quantity

<AZ>12<1><Ip+<Ip2 2
G(tp) = = G)

is the value of G(t) at the far point, generally set to be 2048 times the longest time increment in the correlation
window.

As noted by Joosten et al.,3 eq. 2 is soluble both for X and for g(t), since, by definition, g(0) = 1. From
these results the Rayleigh ratio of the fluctuating component of the scattered light Rg can in turn be evaluated,
giving!

RyX<I>sinf
e C))
IstandTs
where Ry, is the Rayleigh ratio of the toluene standard and Igtand the intensity scattered by the standard in the
same conditions of incident laser intensity as the sample.

The diffusion coefficient D is obtained from the field correlation function. In general this can be
described by 2 multi-exponential decay
N

g(?) =>1: an exp(-Dpg?7) )

which yields the z-average diffusion coefficient
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For the two lower molar mass samples investigated here (7x10% and 5x10° g mol™!), satisfactory fits to the
results were found for N=2 and this analysis was accordingly adopted throughout. The samples of molar mass
2x10% g mol~!, however, required 3 components for a satisfactory description.

In spite of the essentially static character of Ig, the correlation functions did sometimes show evidence of
residual movement of the speckle pattern, presumably owing to mechanical refaxation of the sample in response to
small temperature changes in the thermostated bath. As such changes occur on a much longer time scale that
those from the diffiision of the guest polvmer, their contribution could be eliminated simplv by replacing G{fp) in

eq 2 by the value of G{7) in the last correlator channels where the correlation function of the polymer is fully
relaxed.

—

RESULTS # ND DISCUSSION
Figure 2 shows examples of the normalized intensity correlation functions measured at 2 scattering angle
of 90° for two samples containing 15 g L™ of dextran of mass 5x10° g mol™}, in aqueous solution and inside 2

hydrogel composed of 30 g L-! agarose. For visibility, the latter has been multiplied by a factor 100. The
corresponding field correlation functions g(t), calculated from equation 2, are shown in Figure 3, together with
the corresponding two-exponenttal fits through the data points. In Figure 4a the resulting retaxation rates

T =D,g° @)

are shown as a function of ¢2, for a set of samples with dextran concentration ¢ = 10 g L-1 in three different
agarose environments, cg =0, 5 and 30 g L. Each data set gives a straight line through the origin, in agreement
with eq 7. This linear behaviour is consistent with that found earlier! for dextran of molar mass 7x 104 ¢ mol-L.

Figure 4b shows that the linear relationship 7 also holds for the 2 x 10 molar mass solutions inside
agarose gels, For this high molar mass sample, however, there is evidence of aggregation in the free solution: the
scattering intensity displays an increase at low angles that is incompatible with the stated value of the mass. For
this reason comparative measurements are made between the free solution and the gels using the data from
8=150°. The resulting values of Dy(c) are shown in Figure 5 a, b and ¢ as a function of agarose concentration cg,
for the three different molar masses M investigated. The behaviour of each set of samples is similar. At low
dextran concentrations ¢ , Dy is depressed by an amount that accentuates with increasing cg; at higher ¢ this
effect disappears and the Dz(c) curves converge in the vicinity of c =40 g il

The Rayleigh ratio Rg, shown in fig. 6 for the different molar masses investigated, also displays similar
behaviour to that of the M= 7x10% g mol~! system (Fig. 6a). Contrary to the diffusion coefficient, Rg is higher
inside the gel than in free solution. For M=5x10° g mol™} the angular variation of Rg is weak and it is reasonable

to plot the average value for the three angles as in fig. 6b. For M=2x105, to minimise the effects of aggregation in
the free solutions, Figure 6c shows the variation of R150 only.

It is known from basic physical principles®:7 the quantities D, and Rg are both functions of the osmotic
susceptibility Oc/ OTI:

817 /&
D, = -—f—aﬁ ®)
kT
=K¢g ——— 9)
e % &

where f is a friction coefficient that, in the dilute regime, corresponds to that
of the whole molecule. K is the contrast factor for light scattering. From equations 8 and 9 it follows that the
product .
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D;°Rg = KkT off 10)
is independent of the thermodynamic quantity IT.

Figure 7 shows the product D,Rg for the three sets of samples. As found previously,! the points for the
lowest mass fall on a plausible master curve. For the two higher masses, however, the increase in Rg does not
completely compensate for the depression in D,. This result indicates a stowing effect of non-thermodynamic
origin that preferentially affects the larger masses. A likely explanation for this slowing is the presence of
entanglements between the dexiran and the rigid matrix. Such an effect may be expected to be more marked at
higher agarose concentrations, where the pore size of the matrix is smaller.8.9

We now turn to the angular dependence of Rg. Traditionally, the molar mass Afyy and radius of gyration
R@ of molecules i solution are determined by static tight scattering. In aqueous solutions such measurements are

notoriousl} difficult owing to the extreme precautions that have to be taken to eliminate dust and motecular
associations. In the present case, however, these sources of stray light are immobilised inside the agarose gels,
contributing a signal that simply adds to the already strong static light backeround. It is therefore not
unreasonable that the values of Rg obtained by dynamic light scattering should provide valid information on the
characteristics of the dissolved dextran molecules. Results for the three angles investigated are illustrated as Zimm
plots in Figure 8a and b for My = 5x10° and 2x106 g L1 respectively. For the low molar mass sample the signal

10 noise ratio was too poor to extract useful information. The resulting molecular parameters are listed in Table L
Figure 9 shows that the values of RG, plotted as a function of My, fall on a straight line that is consistent with

previous static light scattering measurements on the same dextran molecules in free solution.?

The light scattering measurements of ref. 2 for dextran in free solution give for the ratio of the radius of
gyration to the hydrodynamic radius p=RGfRH = 1.5, the value expected theoretically for a linear polymer at the
theta condition. For the highest molar mass sample, however, this ratio is even smaller, a result that could be due
to the well established phenomenon of branching in this polymer. 0 For the present measurements of dexwan in
agarose gels, the dynamic scattering results for the high molar mass sample My, depend somewhat on the agarose
concentration; bearing in mind that these results form a master curve in fig. 9, however, these differences are
probably real and may reflect fractionation of the dextran with increasing gel concentration, i.e. larger masses are
immobilised as the pore size decreases. For the cg=10 g L1 gel, the apparent ratio p for the dextran in this

5
sample tumns out to be smaller than that of an impenetrable uniform sphere (psphere= \(; ). Such an apparently

unphysical result can be explained by entanglements acting berween dextran molecules and the matrix: as the
radius of gyration becomes comparable with the pore size of the matrix, entanglements hinder the motion of the
dextran and the apparent value of Ry becomes anomalously high . This conclusion is also in agreement with the
anomalous variation of D Rg mentioned above.

The power law exponent appearing in Figure 9, v=0.4320.03, is significantly lower than that expected
for a linear polymer in a good solvent (v=0.588) or even that for a theta solvent (v=0.5). From Table I, however,
It can be seen that the second virial coefficient Ay is small but positive. Water is therefore a good solvent, a result
that is in agreement with the positive slope of Dz(c) visible in Figure 5, but inconsistent with the theta-like (or
poor solvent-like) values of p. These results can be understood if it is assumed that the dextran samples exhibit a
partially branched character.

Finally, in Figure 10 the molar mass dependence of Ry is plotted together with the results of ref. 2. The

least squares fit shown excludes the datum point from the cg=10 g L-1 sample since it is perturbed by the effect of
entanglement. Acceptable agreement is found with a power law fit of exponent vdyn=0.50=0.03. In contrast to

linear polyrrw:rs,11 this value exceeds that of the static exponent v, but it is still much lower than that for linear

polymers in 2 good solvent. From figs. 9 & 10 it follows that the ratio p is a decreasing function of motar mass.
We therefore conclude, once again, that the dextran molecules have a branched structure.

CONCLUSIONS

The dynamic light scattering observations described here show that it is possible to measure the
properies of large molecules moving inside a rigid matrix that scatters light much more strongly than the
molecules themselves. In particular, measurements can be made not only of the hydrodynamic radius but also of
the molar mass and radius of gyration of the dissolved molecules.

The present observations confirm our previous finding that the reduction of the translational diffusion
coefficient is caused by a reduction of the osmotic pressure of the dextran inside the restricted geometry of the
agarose matrix. For the hlgher molar masses investigated here, however, an additional slowing effect is observed,



which is attributed to entanglements between the dextran and the agarose network. It is also concluded that the
dextran displays a branched structure.
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Table I

Light scattering parareters for dextran

M. M, ‘G Ry p 4, remarks
Ay
/1000 /1000 /nm /nm =—H fem3mol g2
70 64 9.6 6.5 148 - — ref2, cg=0gL"!
500 490 244 16 1853 = — ref2, cg=0gL"!
2000 1850 422 37.8 L2 - — ref2,cg=0gL"l
(fraction from chromatography column)
70 o - 6.2 - ~  this work, cg=0gL"!
70 - - 78 -- -- this work, cg=5 gl-!
500 540 23.1 18.7 124 2510 this work, cg=5 gLl
2000 3400 59.8 _ 43 139 73107 this work, cg=5 gL~

2000 2900 425 55.9 0.76 73107 this work, cg=10 gL"!
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Expanded view of the phase diagram of the agarose-dextran-water system, for the three molar masses
studied. Filled circles: M=7x10% g mol-!; open circles: M=5x10° g mol-!; crosses: M=2x10% g mol"1. The phase

separated region lies below the curves indicated. The scale in the diagram is agarose: 0-10% w/w, dextran 0-10%
w/w, water 90-100% wiw.

Figure 2. Intensity correlation functions G{t)-1 for an dextran solution (M=S><105) at c=15g/L at 68=90° in free
solution (open circles) and in a cg=30 g/L agarose gel (crosses). For visibility, the latter is multiplied by a factor
100.

Figure 3. Field correlation functions g(t) calculated from Figure 2 using equation 2.

Figure 4a. Relaxation rate I of the field correlation function g(t) as a function of q2 for a c=10 g L-! dextran
solution of molar mass 5x10° g mol‘l; crosses: free solution; open circles: inside an agarose gel with cg=5 g e 3
filled circles: inside an agarose gel with cg=30 g 2 8

b. Diffusion coefficient D,=I"/q2 for the 2x108 g mol-! dextran in an agarose gel with cg=5¢g L) at
various dextran concentrations ¢ between 0.5 g L1 and 35 g L-1. For these samples, D, is independent of g.

Figure 5. Diffusion coefficient D; as a function of dextran concentration ¢ in agarose gels of various
concentrations cg. a: M= 7x10% g mol! | b: M= 5x105 g mol-! , ¢: M= 2x106 g mol~! (measured at §=150°).

Figure 6. Rayleigh ratio Rg as a function of dextran concentration ¢ in agarose gels of various concentrations cg.
aM=7x10%g mol™} | b: M= 5x103 gmol™! | ¢: M=2x100 g mol-! (measured at 6=150°).

Figure 7. DzRg as a function of dextran concentration ¢ .in agarose gels of various concentrations cg. a: M=
7x10% g mol™! | b: M= 5x103 g mol"! | ¢: M= 2x106 g mol-! (measured at 6=150°).

Figure 8. Zimm plots from the dynamic light scattering of dextran in agarose gels. a) M= 5x10% g mol'! ina
cg=5 g L1 gel; b) M=2x100 g mol"! inacg=10g L gel.

Figure 9. Plot of RG vs My, . Filled circles: data from static light scattering (ref. 2); crosses: dynamic light
scattering (this work). Continuous line shown is the least squares fit through all the data points.

Figure 10. Plot of the hydrodynamic radius Ry vs M,y . Filled circles: data from ref 2; crosses: this work.

Continuous line shown is the least squares fit through all the data points except that from the 10 g Ll gel
(topmost point in the graph), owing to possible entanclement effects.
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