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Resumo

DIAZ, Patricia Silva. Avaliacdo Comparativa das Propriedades Hidrodinamic as
de Xantanas Produzidas pelo pv Pruni e Clairana . 2007. 104f. Tese (Doutorado) —
Programa de Péds-Graduacdo em Biotecnologia Agricola. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

O conhecimento sobre as propriedades dos biopolimeros € importante para predizer
futuras aplicacdes industriais, pois reflete sua estrutura quimica primaria. Além disso,
as caracteristicas fisicas e quimicas dos biopolimeros microbianos sé&o
consequéncia do processo utilizado em sua sintese. O presente trabalho teve como
objetivo realizar a caracterizacdo das propriedades dinamicas de solugdes dos
biopolimeros xantana, sintetizada pela bactéria Xanthomonas arboricola pv pruni, e
clairana, sintetizada pela bactéria Beijerinckia sp., em volume de 7L. As analises
reologicas, o conteudo dos grupos acetila e piruvato, o conteudo de ions e a
estabilidade térmica foram comparados com os resultados obtidos para uma amostra
de xantana comercial. A amostra comercial apresentou propriedades reologicas
superiores aos demais biopolimeros, devido a presenca de ions divalentes em sua
composi¢cdo. Os resultados obtidos para o conteddo de acetila e piruvato
apresentaram-se compativeis com o0s resultados apresentados na literatura. A
analise térmica mostrou a presenca de proteinas nas amostras de xantana do pv
pruni e na clairana, o que ndo ocorreu na amostra comercial. O comportamento das
propriedades hidrodindmicas dos biopolimeros xantana (Xc06), clairana e tara, em
funcdo da concentracdo das solugbes, foi analisado utlizando a técnica de
espalhamento de luz dindamico. Os regimes de concentracdo das solucdes foram
definidos através da determinacdo das concentracdes criticas c* e c**, aplicando-se
duas metodologias. A primeira metodologia foi baseada no comportamento do
coeficiente de difusdo em funcdo da concentracdo das solucdes, propondo-se uma
curva teodrica para avaliar os resultados. Aplicando esta metodologia, foi possivel
determinar c* e c** para a xantana e a tara, mas nao para a clairana, que apresentou
curva irregular. Na segunda metodologia foram analisadas as curvas de distribuicéo
dos tempos de relaxacdo (DTR) para as solu¢cdes de xantana e tara. Estas curvas
apresentaram diferente numero de modos de relaxacdo, sendo observado que as
concentracfes nas quais o numero de modos sofreu modificacdo corresponderam as
concentragdes c* e c**, determinadas utilizando a metodologia anterior. Foram ent&o
obtidas as curvas de DTR para a clairana, sendo possivel determinar as
concentragdes criticas, bem como os regimes de concentragdo. Atraves das curvas
do coeficiente de correlagcdo foram obtidas as distribuicbes de tamanho, os raios
hidrodindmicos e o indice de polidispersdo. Os parametros analisados apresentaram
dependéncia com relacdo a concentracdo das solugdes. Conforme a concentracéo
das solug¢des aquosas aumentou, a distribuicdo de tamanhos por intensidade passou
de um comportamento monomodal para bimodal e trimodal. Este comportamento foi
atribuido a presenca de modos lentos de difusdo translacional ocasionados pela
formacédo de aglomerados de particulas. Estes aglomerados causaram variagao nos
valores do raio hidrodinamico por apresentarem raio hidrodinamico superior ao raio
das particulas em solucdo diluida. O indice de polidispersdo aumentou com o
aumento da concentracdo das solugbes, devido ao surgimento de novos picos,
enquanto a largura dos picos de distribuicdo de tamanho diminuiu.

Palavras-chave : polissacarideos, viscosidade, espalhamento de luz.



Abstract

DIAZ, Patricia Silva. Comparative Evaluation of Hydrodynamic Properties o f the
Xanthan Produced by pv Pruni and Clairana . 2007. 104f. Tese (Doutorado) —
Programa de Pé6s-Graduacdo em Biotecnologia Agricola. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

The knowledge on the biopolymers properties are important to predict his future
industrial applications because reflects his chemical primary structure. Besides, the
physical and chemical characteristics of the biopolymers are a consequence of the
process used in his synthesis. The aim of this work was the study of the
hydrodynamic properties of solution of biopolymers xanthan synthesized by
Xanthomonas arboricola pv pruni, strains 06 and 82, and clairana FL, synthesized by
Beijerinckia sp. strain 7070, in 7L fermentation volume. The results from rheological
analysis, acetyl and piruvate content, ion content and thermal stability were
compared with the ones obtained for commercial xanthan. The commercial xanthan
is more efficient in the rheological properties due to divalent ion in their composition.
The results for acetyl and piruvate content were in accordance with the literature.
Thermal analysis showed presence of protein in the pv pruni xanthan’s and in
clairana, but not in commercial xanthan. Hydrodynamic properties behavior of
xanthan (Xc06), clairana and tara gum, in various concentrations, was examined
using dynamic light scattering. Concentration regimes were determined by critical
concentrations c* and c**, applying two methods. The first method was based on
diffusional coefficient behavior of a range of biopolymers concentrations. A
theoretical curve was proposed for results evaluation. With this method, c* and c**
were determined for xanthan and tara gum , but nor for clairana due to its non-regular
behavior. Distribution curves of relaxation times (DTR) were the second method
applied. Distribution curves for xanthan and tara gum presented different number of
relaxation modes. The concentrations where the number of modes did change
corresponds to the c* and c**, determined using the first method. So, the distribution
curves of relaxation times were obtained for clairana and the critical concentrations
determined. Size distribution, hydrodynamic radii and polydispersity index for
different concentrations were obtained from the respective correlation curves. The
parameters showed dependence with solution concentration. The size distribution
changed from monomodal to bimodal and to trimodal due to the increase in solution
concentration. This behavior was attributed to the slow motion in diffusion due to
particle aggregation formation. This aggregation causes hydrodynamic radii variation
because their radii are higher than the particle radius in dilute solution. The
polydispersity index increases with concentration increment, due to the appearing
new peaks, while the width of the peaks of size distribution decreases.

Key-words : polysaccharides, viscosity, light scattering.
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1 Introducéo

O crescente interesse por polissacarideos microbianos para aplicacdo
cientifica e industrial deve-se a inumeros fatores. Além de suas propriedades
funcionais Unicas, esses polissacarideos podem ser produzidos sob condi¢cbes
controladas, em menor periodo de tempo, independentemente de condi¢cdes
climaticas e ecologicas, com garantia de qualidade do material, fornecimento
constante. Apresentam ainda a possibilidade de manipulacdo de caracteristicas
quimicas através de modificagdes nas condigdes do processo produtivo. Tais fatores
tém acelerado o uso de gomas microbianas como a pululana, curdulana, dextrana e
a xantana (SUTHERLAND, 2001; ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2005).

A xantana tem provocado grande interesse cientifico e industrial desde sua
descoberta. Somente em 1999, mais de 300 referéncias de artigos ou patentes com
xantana foram listados no Chemical Abstracts. Desde 1990, mais de 2000 patentes
foram listadas no Derwent World Patents Index. Esse interesse é devido as
extraordinarias propriedades da xantana bem como ao sucesso estabelecido de um
processo para sua producao (STEINBUCHEL; DOI, 2005).

Atualmente, a xantana é produzida comercialmente por varias companhias,
como Monsanto/Kelco, Rhodia, Jungbunzlauer, Archer Daniels Midland, e SKW
Biosystems. Do total de xantana produzido mundialmente, em torno de 65% ¢é usado
na industria alimenticia, 15% na industria petrolifera e 20% em aplicacfes técnicas
(STEINBUCHEL; DOI, 2005). As aplicagfes industriais da xantana sdo como agente
espessante, suspensivo, estabilizante, floculante e intumescedor (BORN;
LANGENDORFF; BOULENGUER, 2002).

A xantana utilizada no Brasil ndo €& produzida em &ambito nacional,
dependendo exclusivamente de importagdes. Os paises produtores tém os custos de
producéo relativamente altos devido a utilizacdo de glicose ou sacarose como Unica
fonte de carbono (YOO; HARCUM, 1999). No Brasil, o acucar obtido da cana em
conjunto com o etanol, necessario no processo pos-fermentativo, apresentam custos
baixos. Além disso, a microflora brasileira € rica em microrganismos produtores de

biopolimeros, ao contrario do que ocorre em paises com pesquisas avan¢adas, onde
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as condi¢bes climéticas sdo distintas do Brasil. Isso coloca nosso pais como um

potencial produtor industrial de biopolimeros competitivos no mercado internacional.

Considerando o exposto acima, o Laboratorio de Biopolimeros do Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas vem desenvolvendo pesquisas na
producdo, caracterizacdo e aplicacdo de biopolimeros obtidos por fermentacao,
nomeadamente xantana e clairana. A xantana é produzida pela bactéria
Xanthomonas arboricola pv pruni e possui pedido de patente registrado no Intituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI, 2006). A clairana é produzida pela bactéria
Beijerinckia sp. Os estudos realizados por Souza e Vendruscolo (1999), Machado,
Vendruscolo e Mattos (1999), Moreira et al. (2001), Antunes et al. (2003) e Borges e
Vendruscolo (2007) objetivaram a selecdo de cepas das bactérias Xanthomonas
arboricola pv pruni e Beijerinckia sp, considerando a produtividade e viscosidade dos
biopolimeros sintetizados. A otimizacdo dos parametros de fermentacdo em escala
de bancada, bem como a caracterizacdo dos biopolimeros sintetizados pelas cepas
selecionadas, foram a sequéncia das pesquisas realizadas por Antunes et al. (2000),
Pan, Moreira e Vendruscolo (2000), Moreira (2002), Pinto et al. (2002), Borges et al.
(2004) e Borges (2007). Tais pesquisas comprovaram que a variagcdo dos
parametros de producédo influenciam na produtividade e nas caracteristicas fisicas e
guimicas dos biopolimeros.

Na transposicdo de escala (scale up), para se chegar a volumes de
fermentacao industrial, fenbmenos de transporte sédo fatores que mais afetam a
biossintese do biopolimero e, consequentemente, as propriedades do produto
obtido. O conhecimento sobre as propriedades dos biopolimeros, principalmente a
dindmica é importante para futuras aplicacbes industriais, refletem sua estrutura
quimica primaria e servem para predizer em quais produtos e aplicacées podem ser

utilizados.
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Hipdtese

As propriedades dinamicas dos biopolimeros microbianos xantana produzida

pelo patovar pruni e a clairana apresentam similaridades.

Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo principal comparar as propriedades
dindmicas das solugbes dos biopolimeros xantana, sintetizada pela bactéria
Xanthomonas arboricola pv pruni, cepas 06 e 82, e clairana FL, sintetizada pela

bactéria Beijerinckia sp cepa 7070.

Objetivos Especificos

v' Caracterizar os biopolimeros xantana e clairana FL, sintetizados pelas
bactérias Xanthomonas arboricola pv pruni cepas 06 e 82 e Beijerinckia sp
cepa 7070, em volume de 7L utilizando biorreator de 10L, comparando com
as propriedades fisicas e quimicas de uma amostra de xantana comercial de

grau industrial;

v' Acompanhar o comportamento dindmico dos biopolimeros em solucgéo, a fim
de determinar os regimes dindmicos de concentracdo através das

concentracdes criticas de sobreposicéo (c*) e de agregacao (c**);

v Verificar o efeito da concentracdo das solu¢cdes dos biopolimeros xantana,
clairana e tara sobre o raio hidrodinamico, indice de polidispersdo e

distribuicdo de tamanhos.
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2 Revisdo de Literatura
2.1 Xantana

As bactérias pertencentes ao género Xanthomonas sdo essencialmente
fitopatogénicas, com excecao da Xanthomonas maltophilia, amplamente distribuidas
e infectam mais de 240 géneros. Muitos membros deste grupo sdo capazes de
sintetizar eficientemente polissacarideos, como a X. fragariae, X. oryzae e X.
campestris. O patovar pruni € o causador da mancha bacteriana em espécies do
género Prunus (CIVEROLO; HATTINGH, 1993), como 0 pessegueiro e ameixeira.

Xantana foi a denominacdo dada ao heteropolissacarideo extracelular livre,
produzido durante o processo de fermentacdo aerObia de bactérias do género
Xanthomonas (LILLY; WILSON; LEARCH, 1958). A xantana produzida em escala
industrial é sintetizada pelo patovar campestris, mais especificamente a cepa NRRL
B-1459 (SUTHERLAND, 2001).

Bactérias do género Xanthomonas apresentam-se como bastonetes retos e
isolados, méveis por flagelo Unico polar, gram negativos e estritamente aerdbios. As
coldnias sdo usualmente amarelas, lisas e com aspecto mucéide. A morfologia e as

colonias da bactéria Xanthomonas podem ser visualizadas na Figura 1.

(A ®)

Figura 1 — (A) Morfologia da bactéria Xanthomonas. (B) Col6nias isoladas de
Xanthomonas arboricola.

A xantana foi descoberta em 1950 por pesquisadores da Northern Regional
Research Laboratory, do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, em um
trabalho de selecdo e identificagdo de microrganismos que produziam gomas

soluveis de interesse comercial. As producbes em escala comercial da xantana
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iniciaram em 1960, e o primeiro produto disponivel comercialmente ocorreu em
1964.

2.1.1 Estrutura Quimica

A estrutura quimica da xantana sintetizada por Xanthomonas arboricola pv
pruni ainda ndo foi estudada. Entretanto, as analises da composi¢cdo quimica
realizadas por cromatografia em camada delgada comparativa por Moreira et al.
(2001) mostraram que as xantanas oriundas do patovar pruni SGo compostas por
glicose, manose e &acido glicurdnico. Antunes et al. (2003) ainda verificaram a
presenca de ramnose.

A literatura apresenta a estrutura quimica da xantana sintetizada pela bactéria
Xanthomonas campestris pv campestris, a qual € composta por D-glicose, D-manose
e acido D-glicurénico, apresentando ainda os grupos acetila e piruvato, como
substituintes (JEANES; PITTSLEY; SENTI, 1961). A estrutura quimica primaria da
molécula é composta de repetidas unidades pentassacaridicas, sendo a cadeia
principal composta de unidades de [-D-glicose ligadas na posicdo um e quatro,
idéntica a cadeia de celulose. As unidades de manose estdo ligadas na posicdo do
C-3 e o &cido D-glicurénico ligado a manose terminal na posi¢cdo 1 - 4, conforme
Figura 2 (JANSSON; KENNE; LINDBERG, 1975).

CHy0H CH,OH
A—0 A 0
Ko ol o
, T ,11 ¥
o4 ; T

3
CH,OCCH, ©

g, ]
A0
i\?w ¥
iy —
/
coold ¢
—0
Y i N\
ji e
coo (k) 0 —CH; 0 o4
A0/
Kot o
CHE/ Nt (WF-Na K, 12Ca

Figura 2 — Estrutura primaria da molécula de xantana. Fonte: Pettitt, 1982.

A estrutura secundéaria ou conformacdo é ainda assunto de debate, sendo
objeto de controvérsia ha muito tempo. A partir de andlises de cristalografia de raios-

X, Moorhouse, Wilkinshaw e Arnott (1977) inicialmente postularam o modelo de
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hélice simples, mas em um segundo artigo, esses dados foram combinados com a
densidade da amostra, e o modelo de dupla hélice foi postulado, conforme Figura 3.
Os autores sugeriram a estrutura em hélice onde os grupos laterais estdo alinhados
ao longo da hélice, estabilizando a conformacéo através de ligacdo hidrogénio,
originando a rigidez da macromolécula. Entretanto, os dados de difracdo sé&o

insuficientes para definir a estrutura molecular precisamente.

(©) (D) (E)

Figura 3 - Conformacédo em hélice da molécula de xantana. (A) vista perpendicular
horizontal ao eixo da hélice; (B) vista por cima do eixo da hélice; (C), (D) e (E)
vista perpendicular vertical ao eixo da hélice (girando a molécula vé-se os lados
sob diferentes perspectivas). Fonte: http://www.Isbu.ac.uk/water/hyxanh.html,
acessado em julho de 2007.
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Héa evidéncias de que a estrutura observada no estado solido corresponde a
conformacao ordenada em solucdo (MORRIS et al., 1977). Com experimentos de
microscopia eletronica, Holzwarth e Prestridge (1977) concluiram que mdultiplas
estruturas podem coexistir. Sutherland (2001) concluiu que a molécula de xantana
pode existir na forma geométrica de simples, dupla ou tripla hélice.

Dados da literatura esclarecem que a molécula de xantana na forma de hélice
simples ou dupla pode ser encontrada, porém, € dependente do tipo de amostra que
esta sendo utilizada, do tratamento pés-fermentativo aplicado (MULLER et al., 1986)
e das condicbes da solugcdo (SATO; NORISUYE; FUJITA, 1984). A Figura 4

apresenta uma molécula de xantana em estado de dissolucéo parcial.

Figura 4 - Modelo da xantana em solucéo 0,01mol L™ de NaCl a 25T, parcialmente
dissolvida, dupla hélice. Fonte: Liu e Norisuye (1988).

No primeiro artigo sobre xantana Jeanes, Pittsley e Senti (1961) relataram o
comportamento fisico-quimico da solucdo aquosa, evidenciando a transicdo
conformacional. Isto € usualmente chamado de fusdo de uma hélice, porém, ainda
nao esta esclarecida a controvérsia de ser simples, dupla ou mdltiplas.

A molécula de xantana passa por uma transicdo conformacional de ordenada
para desordenada, a qual corresponde a modificacdes na forca i0nica, pH e
temperatura da solucdo (MORRIS, 1995), e coincide com as mudancas ha
viscosidade (MORRIS et al., 1977). A transicdo ordenada-desordenada nédo é
afetada somente pela adigdo de sais, mas também pela densidade das cargas das
cadeias laterais da molécula de xantana. CorrelagBes entre os conteudos de acetila
e piruvato e a temperatura de transicdo foram estudadas (HOLZWARTH;
OGLETREE, 1979; CALLET; MILAS; RINAUDO, 1987; SHATWELL et al, 1990;
SMITH et al, 1981).
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Rochefort e Middleman (1987) relataram que a molécula de xantana em
solugdo aquosa ou de baixa forca idnica, a 25T, apresenta sua cadeia em uma
conformacdo parcialmente desordenada mas altamente estendida devido as
repulsdes eletrostaticas das cargas das cadeias laterais. Na estrutura altamente
estendida, as moléculas podem alinhar-se e associar-se (por ligac6es hidrogénio)
para formar um material fracamente estruturado. Neste estado, com o aumento da
temperatura, a transicao total para conformacdo desordenada ocorre, causando a
dissociacao das moléculas e a subseqiente mudanca nas propriedades reologicas.

Quando sal é adicionado na solugdo a 25T, a transicdo desordenada —
ordenada ocorre. A cadeia principal toma a conformacdo de hélice e as laterais
carregadas colapsam na cadeia principal devido aos efeitos da blindagem das
cargas, estabilizando a conformagdo ordenada (MULLER et al., 1986). Nesta
conformacao de bastdo, com a blindagem das repulsdes eletrostaticas, as moléculas
estdo facilmente alinhadas e fortemente associadas devido as ligagdes hidrogénio e
interacOes ibnicas, podendo deste modo formar estrutura semelhante a um gel. Na
forma ordenada, quando a temperatura € elevada, a transicdo para a conformacao
desordenada ocorre em temperaturas mais altas (80C — 100C). Esta é a origem da
estabilidade da viscosidade das soluc¢des de xantana com a variacao da temperatura
(ROCHEFORT; MIDDLEMAN, 1987).

Rochefort e Middleman (1987) combinaram as idéias da transicao
conformacional da molécula de xantana com os argumentos relativos a estrutura de
hélice Unica e dupla, e apresentaram duas possibilidades para explanar sobre o
comportamento reoldégico extraordinario da molécula de xantana em concentracdes

moderadas:

A) Se a molécula € uma Unica hélice ou uma hélice parcialmente ordenada,
dependendo da concentragcdo de sal, existem interagdes intermoleculares fortes
devido as ligacbes hidrogénio, interacbes idnicas e outras interacdes nao
covalentes, as quais conferem a solucdo um carater similar ao de um gel em
temperatura ambiente. A transicdo conformacional aparece com o0 aumento da
temperatura e ocorre devido a modificacdo conformacional intramolecular relativa ao

afastamento das cadeias laterais da cadeia principal, levando a uma forma
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desordenada. Isto ocorre acompanhado por uma diminuicdo nas propriedades
reolégicas devido a dissociacdo das cadeias. ApoOs resfriamento, as moléculas
passam novamente por uma transicdo, desordenada-ordenada, recuperando sua
conformacao de hélice e reassociando-se aleatoriamente em um novo estado similar

ao de gel.

B) Se a molécula esta na forma de dupla hélice, foi proposto que passa por uma
transicdo desta forma ordenada para um estado desnaturado e deste para um
renaturado (HOLZWARTH; PRESTIDGE, 1977). A transicdo conformacional ocorre
devido a dissociacdo da estrutura dupla (desnaturacdo), em altas temperaturas.
Apos resfriamento, as cadeias dissociadas reassociam-se na forma dupla
(renaturacdo) com menor perfeicao, isto €, com possibilidade de voltas e finais de
cadeia nao incorporados dentro da hélice. Este retorno € acompanhamento das
propriedades reologicas originais. Esta hipotese foi baseada nas evidéncias obtidas
por Besio et al. (1987), de que o material renaturado pode formar agregados maiores
devido ao aumento das intera¢cdes intermoleculares dos finais das cadeias que estéo

fora da hélice.

Lambert, Milas e Rinaudo (1985) relataram que a estrutura ordenada é
particularmente estabilizada por cations, enquanto que nas solucbes diluidas, a
reducdo da forca ibnica pode induzir a formacdo da estrutura desordenada. A
transicdo é termicamente reversivel e a estrutura retorna ao estado original apos
resfriamento (SWORN, 2000).

Consideraveis trabalhos foram empreendidos para determinar o tamanho e a
forma da molécula de xantana durante os dois estados de transicdo (MORRIS,1995).
Whitcomb (1978) concluiu que a xantana adota a estrutura de um bastéo rigido na
forma ordenada. A mesma concluséo foi obtida por Sato, Norisuye e Fujita (1984)
através de analise por espalhamento de luz.

A estrutura quimica da xantana ainda apresenta 0s substituintes acetila e
piruvato. O teor destes grupos na molécula de xantana pode variar de acordo com a
cepa, condicbes de fermentacdo e com 0s processos pos-fermentativos empregados

para a recuperacdo do biopolimero (SLONEKER; JEANES, 1962). Variacbes na
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propor¢cdo dos grupos acetila e piruvato podem afetar certas propriedades da
xantana em solucdo, tais como, a temperatura de transicdo conformacional
(HOLZWARTH; OGLETREE, 1979), a flexibilidade da cadeia e a capacidade de
interagdes intermoleculares e intramoleculares (SMITH et al., 1981).

A remocao dos substituintes piruvato aumenta a temperatura de transicao
conformacional (Tm) pela reducéo da repulsdo eletrostatica entre os segmentos da
cadeia. O substituinte acetila, porém, parece contribuir para a estabilidade da
estrutura ordenada e sua remocdo diminui a temperatura de transicédo
conformacional (SMITH et al; 1981). Oposto ao efeito causado pela remocao do
piruvato, as interacdes apolares dos grupos metila da acetila apresentam um efeito
de estabilizacdo (SHATWELL et. al., 1990).

Jeanes, Pittsley e Senti (1961) estudaram o efeito do piruvato nas
associacOes intermoleculares de solucées de xantana e verificaram aumento na
viscosidade da solucdo, em concentracdo moderada e adicdo de KCI (10,0g.L™),
porém, somente quando o grau de substituicdo por piruvato foi maior que ~0,31%.
Ainda detectaram que a concentracdo de sobreposicao foi diminuida com o aumento
do grau de piruvato.

Tako e Nakamura (1985) estudaram a xantana comercial nos estados natural
e desacetilada. Observaram que a amostra desacetilada apresentou as
propriedades viscoelasticas superiores, em altas concentracdes, porém, estas
diminuiram com o aumento da temperatura.

No estudo realizado por Bradshaw et al. (1983) foi observado que a
viscosidade ndo apresentou variacdo entre os diferentes conteidos de acetila e

piruvato de uma mesma amostra de xantana comercial.

2.1.2 Reologia das Solug¢des de Xantana

A reologia objetiva a medida das propriedades dos materiais que controlam
sua deformacdo e o comportamento do fluxo, quando submetidos a uma forca
externa; isto €, as relacdes entre tensdo, deformacédo e tempo (GUNASEKARAN;
AK, 2003). A operacdo fundamental em todos os testes reoldgicos € aplicar uma
forca no material sob investigacdo e medir sua deformacdo ou, equivalentemente,

aplicar uma deformacao e medir sua resisténcia (MORRIS, 1995).
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As andlises reoldgicas, mais especificamente as andlises de viscosidade e
viscoelasticidade, sdo utilizadas para indicar a qualidade de polimeros,
(MARCOTTE; HOSHAHILIA; RAMASWAMY, 2001).

A xantana € completamente soluvel em agua quente ou fria (ROCKS, 1971)
formando solugBes altamente viscosas e pseudoplasticas devido a formacdo de
agregados de alta massa molar das moléculas na forma de bastbes rigidos
(WHISTLER; BEMILLER, 1997). Quando a tensdo € aumentada, a viscosidade &
progressivamente reduzida. Apés a remocdo da tensdo, a viscosidade inicial &
recuperada quase instantaneamente (SWORN, 2000). Uma pequena quantidade de
xantana (<10,0g.L™") podera aumentar a viscosidade da agua em um fator de
100.000 em baixas taxas de cisalhamento, contudo somente por um fator de 10 em
altas taxas de cisalhamento. Este grau de pseudoplasticidade notavel so6 é
conseguido por poucos polimeros, o qual é esperado para estruturas na forma de
longos bastdes (WHITCOMB, 1978).

A xantana forma solu¢cdes com alta viscosidade em baixas concentracdes
(PETTITT, 1982). Comparando com outras gomas, em concentracéo a 5,0g.L™ e
taxa de cisalhamento de 0,1s™, a xantana exibe uma viscosidade aproximadamente
30 vezes maior que a viscosidade da goma guar e 100 vezes maior que a
viscosidade do alginato de sddio e carboximetilcelulose. Em taxa de cisalhamento de
100s™, estas trés gomas apresentam o mesmo valor de viscosidade. Acima de 100s’
! a viscosidade da xantana cai acentuadamente comparando com as outras duas
gomas, fazendo com que a solucdo de xantana facilmente flua, seja bombeada ou
pulverizada. Essas mesmas qualidades s&o mantidas em concentracées em torno
de 1,0g.L™" a 3,0g.L™. A alta viscosidade em baixas taxas de cisalhamento fornece
estabilidade térmica ao sistema coloidal (SWORN, 2000).

A rigidez da molécula de xantana a torna praticamente insensivel a variacfes
de temperatura, pH e carga ibnica, o que é esperado para moléculas na forma de
bastbes rigidos em contraste com moléculas na conformacdo desordenada
(WHITCOMB, 1978).

Pequeno decréscimo na viscosidade das solugdes de xantana em
concentracdo em torno de 2,5g.L™ é causado pela adicdo de sais monovalentes

como cloreto de sodio (ROCKS, 1971). Entretanto em solugcdo com alta
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concentracdo de goma, a viscosidade aumenta com a adicdo de sais (SWORN,
2000). Um pico de viscosidade € encontrado com cloreto de sédio em niveis entre
0,29.L. e 0,7g.L™ e, acima deste nivel o cloreto de sédio adiciona pouco efeito
(HOEFLER, 2004). ions divalentes como célcio e magnésio tem efeito similar aos
monovalentes na viscosidade das solu¢des de xantana (SWORN, 2000; HOEFLER,
2004). Certos fons metalicos como Cr*, AP** e Fe®" estdo relacionados a ligacdes
cruzadas com xantana e formam geéis complexos (STOKKE; CHRISTENSEN;
SMIDSROD, 1998; RODD et al., 2001).

A viscosidade das solugcdes de xantana, com concentragdo em torno de
10,0g.L™ e em solucédo salina, ndo sofre alteracdo em uma faixa de pH entre 1,5 e
11 (PETTITT, 1982; CHALLEN, 1994), porém, a viscosidade se modifica em baixas
concentracbes de goma (SWORN, 2000). A xantana pode ser solubilizada em
diversas solucdes acidas, incluindo &cido acético 50,0g.L™, acido sulfarico 50,0g.L™,
acido nitrico 50,0g.L™", acido fosférico 250,0g.L™" e hidréxido de sédio 50,0g.L™
(SWORN, 2000).

As solucbes de xantana sdo Unicas em sua capacidade de manter a
viscosidade até a temperatura de transicdo conformacional (Tn). O aguecimento
acima desta temperatura resulta na transicdo conformacional ordenada-
desordenada da molécula de xantana, passando da conformacdo ordenada para
desordenada. Devido a esta modificagdo conformacional a viscosidade aumenta.
Sob resfriamento, a estrutura retorna ao seu estado original, dependendo da
salinidade e concentracdo da solucdo (NORTON et al; 1984).

A viscosidade da solugdo de xantana é estavel em uma faixa de temperatura
que varia do congelamento até proximo a ebulicdo, adicionando-se cloreto sodio
1,0g.L™" (PETTITT, 1982). As solucdes de xantana também s&o resistentes a altas
temperaturas, mesmo acima de 100C (WHITCOMB, 1978). Sworn (2000) relatou
que a adicdo de cloreto de sédio 50,0g.L™ ou mais aumentam a temperatura de
transicdo para mais de 100°C, temperatura na qual a viscosidade sofre queda
brusca devido a modificacdo reversivel da conformacao molecular. Ainda, 0 mesmo
autor relatou que a alta viscosidade inicial foi recuperada sob resfriamento.

Certos polissacarideos, notadamente exopolissacarideos bacterianos como a

xantana, apresentam propriedades intermediarias entre solucbes e géis. A origem
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deste comportamento esta relacionada a conformacgdo rigida ordenada que a
xantana apresenta em solu¢do e forma uma ténue rede tridimensional por fracas
associacbes de cadeias ordenadas lado-a-lado (ROSS-MURPHY; MORRIS;
MORRIS, 1983). Embora as solu¢cdes de xantana fluam livremente, apresentam
espectro mecéanico similar ao dos géis; o moédulo elastico (G') excede o modulo
viscoso (G") em todas as frequéncias, com baixa dependéncia da freqiéncia em
ambos os moédulos. Em termos praticos, as propriedades similares a gel, em baixas
taxas de cisalhamento, € refletida na capacidade que as solucbes de xantana
exibem de manter particulas em suspensdo ou estabilizar emulsdes por longos
periodos (MORRIS, 1995).

Em concentracdes acima de 3,09.L" a solucdo de xantana apresenta
propriedades semelhantes a um gel. Em medidas oscilatérias em baixa deformacao
(ROSS-MURPHY; MORRIS; MORRIS, 1983) a resposta elastica (G") excede
substancialmente o modulo viscoso (G") e ambos os moédulos apresentam variagcédo
limitada com a frequéncia. Estas propriedades semelhantes a de um gel sdo
atribuidas a associacdes ténues de cadeias ordenadas e aos contra-ions (ROSS-
MURPHY; MORRIS; MORRIS, 1983) com o aumento efetivo de acordo com a
ordem: Na* < K* < Ca** (MORRIS, 1995).

A xantana nao forma gel verdadeiro em qualquer temperatura ou
concentracdo. Entretanto, forma gel quando misturada com galactomananas como
carob, tara e guar modificada enzimaticamente (DEA; MORRISSON, 1975; DEA et
al., 1977; MORRIS et al., 1977). Também forma gel, e em alguns casos precipitacao,
na presencga de determinados sais metalicos, como relatado nos estudos realizados
por Nolte et al. (1992), Rodd et al. (2001) e Mohammed et al. (2007). Um estudo
sobre a reatividade da xantana com varios ions metéalicos em solucéo foi realizado
pela empresa CPKelco (2007), utilizando solugdes com 10,0g.L™" de xantana e
5,09.L™ de sais metélicos variando o pH das solucdes. Observaram que na presenca
de altas concentracdes de sais monovalentes, a gelatinizacdo raramente ocorre.
Muitos ions divalentes necessitam que o pH da solugédo seja alto para que ocorra a
gelatinizagdo, enquanto que para ions trivalentes a gelatinizacdo da xantana pode

ocorrer em condi¢des de pH neutro, e até mesmo &cido.
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2.2 Clairana

As bactérias do género Beijerinckia sdo bastonetes Gram-negativos, uni ou
bicelulares estritamente aerdbios e, algumas das bactérias deste género possuem a
capacidade de produzir biopolimeros com diferentes composicdes, dependendo da
espécie (KANG; MCNELLY, 1977). Sao bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico, porém, € indispensavel o uso de fonte de carbono na forma de
carboidratos como glicose, sacarose ou manitol para a produgcdo do biopolimero
(SUTHERLAND, 2001). As bactérias pertencentes a este género distribuem-se em
solos de zona tropical e, em menor quantidade, em zonas subtropicais
(DOBEREINER, 1959). No Brasil, foram encontradas no cerrado (BARBOSA;
STRUCKEL, 1985) e em solos canavieiros (VENDRUSCOLO, 1995). A cepa 7070
foi isolada do solo canavieiro do municipio de Ribeirdo Preto (SP) por Vendruscolo
(1995). Novas cepas destas bactérias produtoras de biopolimero foram isoladas de
solos arrozeiros (MACHADO; VENDRUSCOLO; MATTOS, 1999).

O biopolimero sintetizado pela bactéria Beijerinckia sp. cepa 7070 recebe
denominacdes diferentes, de acordo com os autores do estudo. Vendruscolo (1995)
denominou o biopolimero de B-27. Moreira et al. (1998) e Moreira et al. (2003, 2005)
identificaram o biopolimero por clairana. Padilha et al. (1998, 2000) e Borges et al.
(2004) nao utilizaram denominacdes, se referem como o biopolimero produzido pela
bactéria Beijerinckia sp. cepa 7070. Pinto et al. (2002), por estudarem diferentes
cepas, referiram-se a este biopolimero como cepa 7070. Scamparini et al. (1997)
utilizaram a identificacdo de CV-70. Boza et al. (2004) denominam biopolimero
Beijerinckia. Neste trabalho, para o biopolimero sintetizado pela bactéria Beijerinckia

sp. cepa 7070, a denominacéo utilizada sera de clairana.

2.2.1 Producéo de Clairana

A clairana é um exopolissacarideo produzido em fermentacdes aerobias de
culturas puras de Beijerinckia em meio liquido. Segundo Barbosa e Struckel (1985),
a guantidade do biopolimero obtido pela bactéria Beijerinckia € afetada pelas

condi¢cbes do processo de fermentacédo. De acordo com a formacao do biopolimero,
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0 meio de cultura torna-se extremamente viscoso constituindo-se uma barreira para
gue a bactéria tenha acesso as fontes de alimentacdo e oxigenacao (difusdo do
oxigénio no meio de fermentagao) necessarias para a producédo, conforme Figura 5.

(A) (B) ©) (D)

Figura 5 - Fermentacéo para producao de clairana. (A) fermentador; (B) retirada de
amostra; (C) meio de cultura altamente viscoso; (D) observando o agitador no centro
do fermentador, verifica-se a diminui¢cdo de velocidade de movimento do meio de
cultura nas paredes do vaso de fermentacao devido a alta viscosidade.

Moreira et al. (2003) estudaram a producdo, por enzimas purificadas, de
clairana através de lise e inativacdo das células durante o processo fermentativo.
Verificaram que ocorre producao do biopolimero por via enzimatica e que o processo
de lise das células apresentou producgéo superior ao processo de inativacao, e ainda
gue, dependendo das condi¢Bes fermentativas, 0 processo via enzimatica, utilizando
a lise celular, apresentou producdo superior quando comparado ao modelo
convencional.

A literatura registra que, na producao de clairana, dois tipos de fibras podem
ser obtidos, denominados de fibras longas e curtas. Estas fibras apresentam
diferencas quanto a composicdo e comportamento reoldgico (PADILHA, 1997;
BORGES et al., 2004). O estudo realizado por Borges et al. (2004) mostrou que a
produtividade do biopolimero de fibra longa permaneceu constante por um periodo
de 48 horas de fermentacdo e, apds este periodo apresentou um declinio. Para o
biopolimero de fibra curta foi observado decréscimo da produtividade com o tempo
de fermentacdo, sendo este fendbmeno atribuido a polimerizacdo realizada por
enzimas especificas. Este fato justifica as diferencas encontradas entre as fibras do
biopolimero. As fibras longas podem ser visualizadas na Figura 6.
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(©)
Figura 6 — Clairana obtida apos o processo de fermentacao. (A) Fibra longa obtida
na precipitacdo com etanol; (B) Fibra longa apds secagem em estufa e (C)
Micrografia da fibra longa obtida na precipitagdo com etanol, obtida em microscépio

optico com aumento de 40X.

2.2.2 Estrutura Quimica

A composicado quimica da clairana foi determinada por Vendruscolo (1995)
sendo composta por glicose, galactose, fucose e acido glicurbnico. A mesma
composicao quimica foi encontrada por Moreira et al. (1998) e Borges et al. (2004).
Pinto et al. (2002) verificaram que a clairana e o biopolimero sintetizado por
Beijerinckia sp cepa UR4, sintetizados sob condigbes e meio de cultura idénticos,
apresentaram 0Ss mesmos componentes: fucose, glicose, galactose, acido
glicurbnico e acido galacturbnico. A composicdo quimica determinada por
Scamparini et al. (1997) através de HPLC, apresentou os monossacarideos glicose,
galactose e fucose na razdo de 3:1:3, respectivamente, ndo sendo detectado acido
glicurénico e acido galacturdnico. Borges et al. (2004) sugeriram que a presenca do
acido glicurénico seja um produto de degradacédo que surgiu durante o processo de
preparo das amostras para a analise (hidrdlise). Provavelmente o mesmo fato tenha
originado a presenca de acido galacturdnico na composicdo apresentada por Pinto

et al. (2002), como mostra a Figura 7.
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Figura 7 - Analise cromatografica comparativa para a clairana e para o biopolimero
produzido por Beijerinckia sp. cepa UR4: (P1) fucose, galactose e acido glicurdnico;
(P2) glicose e acido galacturénico com os biopolimeros das cepas (1)UR4 FL,
(2)UR4 FC, (3)clairana FL, (4)clairana FC. Fonte: Pinto et al. (2002).

O trabalho desenvolvido por Padilha et al. (1998) detectou variacdo na
concentragdo dos monossacarideos que compde a clairana, produzida em diferentes
tempos de fermentacdo. O biopolimero sintetizado no menor periodo apresentou
concentracdo superior em glicose, galactose e acido glicurénico, e o sintetizado no
maior periodo apresentou concentracdo superior em fucose. Borges et al. (2004)
também observaram diferencas na concentragdo dos monossacarideos com o
tempo de fermentacédo, porém detectaram este fenbmeno entre as fibras longa e
curta. Todos os biopolimeros de fibra curta apresentaram maior teor de glicose e os
de fibra longa apresentaram, geralmente, maior teor de acido glicurénico. Pinto et al.
(2002) observaram que o biopolimero de fibra curta da cepa UR4 ndo apresentou
unidades de galactose.

Scamparini et al. (1997) determinaram que a cadeia principal da clairana é
formada por B-D-galactose e a-L-fucose ligados através dos carbonos de posi¢éo 1-
4. As cadeias laterais sao formadas por B-D-glicose que estdo ligadas através de
ligacdes 1-4. Todos 0os monossacarideos encontraram-se na forma piranosidica. A

estrutura provavel da clairana é apresentada na Figura 8.
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Figura 8 - Composicao quimica da clairana. Fonte: Scamparini et al. (1997).

Scamparini et al. (2000) no estudo do biopolimero PS-32, sintetizado por
Beijerinckia sp., determinaram que sua estrutura quimica é idéntica a estrutura
apresentada por Scamparini et al. (1997) para a clairana.

Ohtani et al. (1995) estudaram a caracterizacdo do polissacarideo extracelular
sintetizado por Beijerinckia indica cepa TX-1. A estrutura quimica deste biopolimero
consiste de D-glicose, L-fucose, D-acido glicurénico e D-glicero-D-mano-heptose, em
uma razdo molar de 5,0:1,0:0,9:2,0. Ainda apresenta o grupo acetila, 16,2%. Os
pesquisadores também determinaram a massa molar por GPC e encontraram valor

de 6,5x10°Da, apresentando distribuicdo monomodal.

2.2.3 Reologia das Solugdes de Clairana

Os polimeros de origem microbiana vém sendo estudados com visivel
interesse por suas propriedades reoldgicas, que em muitos casos superam as
caracteristicas funcionais dos polissacarideos de origem vegetal (SANDERSON;
CLARK, 1983; RINAUDO, 1993). Em geral, suas solu¢cdes mantém a viscosidade em
ampla faixa de pH e temperatura.

A clairana é solivel em 4gua e suas solu¢cdes aquosas sdo viscosas e
apresentam comportamento pseudoplastico (BOZA et al., 2004; MOREIRA et al.,
2005). Scamparini et al. (2000) relataram que o biopolimero PS-32, sintetizado por
Beijerinckia sp, o qual apresenta estrutura quimica idéntica a da clairana, apresenta
propriedades de fluidos pseudoplésticos.

Martinez-Padilla e Cabada-Celis (1996), avaliaram os efeitos da temperatura
e pH sobre as propriedades reoldgicas das solucdes do biopolimero sintetizado pela
bactéria Beijerinckia sp, isolada em solo mexicano. Verificaram que a adicdo de sais

nao apresentou influéncia nos parametros reolégicos obtidos aplicando a lei de
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poténcia, porém, as modificacbes do pH, temperatura e adicdo de ions afetaram as
propriedades do madulo eléstico.

Pinto et al., (2002) estudaram a clairana e o biopolimero produzido pela cepa
UR4 da bactéria Beijerinckia sp, em solucdo aquosa 10,0g.L™, variando a
temperatura. Verificaram que a viscosidade dos biopolimeros diminuiu com o
aumento da temperatura e gue a viscosidade apresentada pela clairana é superior a
viscosidade apresentada pelo biopolimero sintetizado pela cepa UR4, em ambas as
fibras. Relacionando com a composicdo quimica, verificaram que os biopolimeros
que produziram solu¢cdes mais viscosas apresentaram maior teor de galactose e
fucose, e 0s menos viscosos maior teor de glicose. Ainda observaram que somente
a fibra longa produzida pela clairana apresentou comportamento pseudoplastico e os
demais biopolimeros apresentaram comportamento newtoniano. Entretanto, os
autores nao realizaram analises referentes a massa molar e conformacional dos
biopolimeros microbianos. Borges et al. (2004) estudaram a viscosidade da clairana
a 25°C e obtiveram resultados com 0 mesmo comportamento.

Pinto et al. (2002) ainda estudaram a influéncia do pH e a adi¢cao de sais nas
solugdes aquosas da clairana fibra longa. Verificaram que o pH da solu¢do aquosa €
igual a 6,5. Quando o pH foi alterado a viscosidade da solu¢do decresceu, sendo
igual para os valores de pH 7,0 e 5,0 e substancialmente menor em pH 3,0. Em pH
6,5, a adicdo de 10,0g.L™ de CaCOj3 & solucéio ndo alterou a viscosidade, porém, a
adicéo de KCI (1,0g.L™ e 10,0g.L ™) e CaCO;3 (1,0g.L™) diminuiram a viscosidade do
biopolimero. Para o biopolimero PS-32, Scamparini et al. (2000) observaram que
maiores valores de viscosidade foram alcangcados em solucéo de pH igual a 6,5
(natural), em pH extremamente basico (pH=12) a viscosidade diminuiu
drasticamente, porém, em pH acido (pH=2) o desvio do comportamento natural foi
menor.

Borges et al. (2004) caracterizaram as clairanas sintetizadas em diferentes
tempos de fermentacdo. Concluiram que o tempo de fermentacdo altera,
consideravelmente, a viscosidade das solucdes aquosas. As fibras longas
apresentam viscosidade superior a viscosidade das fibras curtas (PINTO et al., 2002;
BORGES et al., 2004).
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2.3 Tara

As galactomananas sdo mananas que contém mais de 5% de galactose
(ASPINALL, 1959). Sao polissacarideos naturais extraidos de sementes de plantas
e, as mais conhecidas, sdo denominadas Tara, Guar e Locusta (LBG). Diferem-se
na razao manose/galactose (M/G), na distribuicdo de massa molar e distribuicdo da
cadeia lateral de galactose ao longo da cadeia principal. (RINAUDO, 2004). S&o
utilizadas como agentes espessantes e estabilizantes em sistemas aquosos para
muitas aplicacdes industriais (RINAUDO, 2004).

A tara (TG) € uma galactomanana extraida por moagem do endosperma das
sementes da leguminosa Caesalpinia spinosa (FSANZ, 2005), nativa da regiao
Cordilheira da Bolivia, Peru e norte do Chile. Também é encontrada no Equador,
Colémbia, Venezuela e Cuba. Acredita-se que o Peru é o maior exportador da goma
tara.

2.3.1 Estrutura quimica

Tara, locusta e guar apresentam estruturas quimicas similares sendo
polissacarideos neutros compostos de cadeia principal linear formada por unidades
de manose (piranosidica) por ligagbes -1-4 e cadeia lateral por uma unidade de
galactose (piranosidica) unida por ligagdo a-1-6 a cadeia principal. Os biopolimeros
diferem na razdo entre as unidades de manose e galactose (M/G). A galactomanana
comercial mais substituida € a guar (M/G 2:1); na tara, a razdo M/G é 3:1, enquanto
que na locusta é 4:1, como ilustrado na Figura 9 (RUIZ-ANGEL et al, 2002). As
unidades de galactose sdo distribuidos aleatoriamente na cadeia principal (FSANZ,
2005).
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Figura 9 - llustracdo esquematica das estruturas das gomas locusta e tara. Fonte:
Sittikijyothin, Torres e Gongalves (2005).

2.3.2 Reologia das Solucdes de Tara

As propriedades das solu¢des diluidas das galactomananas foram estudadas
principalmente por medidas de viscosidade e mostraram que 0s polimeros em
solucdo aquosa apresentam conformacao desordenada com algum grau de rigidez
(LAGUNA; TARAZONA; SAIZ, 2003).

As solugcdes aquosas de tara apresentam alta viscosidade em baixas
concentracfes e variacbes no pH, temperatura e adicdo de ions afetam pouco as
propriedades reoldgicas (SITTIKIJYOTHIN; TORRES; GONCALVES, 2005).

As solugdes aquosas de tara apresentam comportamento pseudopléstico com
regido newtoniana em baixas taxas de cisalhamento (SITTIKIJYOTHIN; TORRES;
GONCALVES, 2005). O comportamento pseudoplastico de deve as modificacdes na
organizacdo macromolecular em solucéo, de acordo com as modificacdes da taxa de
cisalhamento. Em baixas taxas de cisalhamento, o rompimento dos agregados
imposto pelo cisalhamento € balanceado pela formacdo de novos agregados, de
forma que mantém uma razdo de aglomerados estavel, caracterizando a regido do
platdé newtoniano, mantendo a viscosidade em um valor constante. Em altas taxas de
cisalhamento, ocorre predominéancia do rompimento dos agregados sobre a
formacdo de novos e as moléculas alinham-se na direcdo do fluxo, assim a
viscosidade diminui com o0 aumento da taxa de cisalhamento.

A presenca de galactose na cadeia lateral tende a inibir a agregacao; assim,

quanto maior a quantidade de galactose, mais facil é a dissolugdo do biopolimero
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em agua. A goma tara possui solubilidade intermediaria, entre a goma guar, que €
soltuvel em agua fria, e a LBG, que € soluvel em agua quente (PICOUT et al, 2003).
A massa molar da goma tara é em torno de 10°Da (FSANZ, 2005).
Sittikijyothin, Torres e Goncalves (2005) determinaram a massa molar ponderal
viscosimétrica apresentando valor de 2,31x10°. N&o determinaram c* porém
apresentaram valor de 5,2g.L™" para c**. Tako (1991) apresentou massa molar
viscosimétrica de 2,08x10°Da. Fernandes, Goncalves e Doublier (1991)

determinaram em 0,97x10°Da.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo determirarpepriedades fisicas e quimicas de amostras de
biopolimeros, sintetizados em fermentador de bancesmparando com as propriedades de uma amostra de
xantana comercial de grau industrial. Foram utllés andlises reoldgicas, contelido dos grupos acetil
piruvato e contelddo de ions. Ainda, para as amosieaxantana, foi realizada andlise de viscosificgara
utilizacdo em fluidos de perfuracédo de pogos dedfset, de acordo com a norma estabelecida pelalitat. Os
resultados obtidos referentes aos contetidos déaaegtiruvato, para as amostras de xantana, n@setaram
diferencas significativas, sendo compativeis comessltados apresentados na literatura. O biopaodiciairana
apresentou em sua estrutura quimica estes grupssitsintes. Com relacdo ao contetdo de ions, saran
comercial apresentou quantidade de calcio supargurantidade das demais amostras. As xantana goupv
apresentaram maior teor de potassio e a clairamer te@r de sédio. A viscosidade e a viscoelastided da
amostra de xantana comercial foi superior. A cleirado apresentou propriedades semelhantes a unagel
condicdes testadas. Na analise como viscosifiqzariz fluidos de perfuracdo as amostras de xantanarcial

e a Xc 06 atingiram os requisitos estabelecidoa parparametros n e K do modelo de Ostwald-de-&/ast
teste de forga gel, somente a amostra de xantanercial atingiu os valores estabelecidos na noreteBras.

Palavras-chave: biopolimeros, viscosidade, acgiilayato, ions.

1. INTRODUCAO selecionadas de acordo com sua produtividade,
viscosidade de suas solugbes aquosas e composicdo

O grande interesse industrial nosde monossacarideos em suas estruturas quimicas
polissacarideos se deve as suas propriedades fesica(SOUZA; VENDRUSCOLO, 1999; MACHADO;
guimicas  originais. Destacam-se por sua¥ ENDRUSCOLO; MATTOS, 1999; ANTUNES:t
propriedades reoldgicas, sendo utilizadosal., 2003; MOREIRA et al, 2001; BORGES;
principalmente como espessantes, agentes geldgantVENDRUSCOLO, 2007). A otimizacdo dos
e estabilizantes. Essas funcionalidades variadgsmrametros de fermentacdo em escala de bancada bem
promovem 0 seu uso em Vvarios dominios como naomo a caracterizagdo dos biopolimeros sintetizados
indUstria alimenticia, cosmética, quimica e pefecdi pelas cepas selecionadas, foram a sequéncia das
(MAUGERI, 2001). Exibem uma combinacdo depesquisas realizadas por Antunes al. (2000),
propriedades que sdo essenciais para definir siMoreira (2002), Teixeira (2005) e Pinto (2005)
aplicacdo final. Tais propriedades sdo determinadagilizando a bactériaXanthomonas arboricolapv
por sua composicdo quimica, ligacBes intra eruni; e por Padilhat al. (2000), Pintcet al. (2002),
intermoleculares, massa molar e sua distribuicdo.  Borgeset al. (2004) e Moreiraet al. (2005), para a

O estudo de muitos polissacarideos dédactériaBeijerinckiasp.
origem microbiana tem sido exposto na literatus, o A xantana €é um heteropolissacarideo
quais objetivam o conhecimento da estrutura quimicextracelular produzido por bactérias do género
e do comportamento das suas propriedades eKanthomonas A estrutura quimica da xantana
solucéo (VILLAIN-SIMONNET; MILAS; sintetizada potX. arboricola pv pruni ainda néo foi
RINAUDO, 1999; XU; LIU; ZHANG, 2006). Para estudada. A literatura apresenta a estrutura qaidac
obter novos biopolimeros microbianos com potenciakantana sintetizada pela bactéda campestrispv
aplicacdo industrial, cepas das bactékasthomonas campestris, a qual é composta de repetidas unidades
arboricola pv pruni e Beijerinckia sp tém sido pentassacaridicas, sendo a cadeia principal formada
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por unidades d@-D-glicose ligadas na posi¢cdo um e microbianos foi realizada em biorreator de bancada
guatro, idéntica a cadeia de celulose. As uniddées (B. Braun Biotech. Inc., modelo Biostat B) utilizkn
manose estdo ligadas na posicdo do C-3 e o Acido Baso de 10L.
glicurdnico ligado a manose terminal na posi¢cédoeum No processo pos-fermentativo foi realizada a
guatro (JANSSON; KENNE; LINDBERG, 1975). centrifugacao (Sorvall Instruments RC-5C) a 16000
A clairana € o biopolimero sintetizado peladurante 45 minutos para remogéo das células. Ao
bactéria Beijerinckia sp cepa 7070. A estrutura sobrenadante foi adicionado etanol 96°GL na
guimica da clairana foi determinada por Scampatini proporcéo de 1:4, para precipita¢éo do biopolim@ro.
al. (1997) sendo formada p@D-galactose ex-L- material obtido foi seco em estufa a 56°C e tridora

fucose ligados através dos carbonos de posicdo umeg moinho de disco (Fritsch, Pulverisette).

quatro. As cadeias laterais sdo formadas [p&- A xantana comercial de grau industrial
glicose que estdo ligadas através de ligagdes umUdlizada foi a Xanvis, produzida pela empresa Kelc
quatro. (Houston — Estados Unidos da América) e fornecida

O presente trabalho objetivou realizar aPelo Laboratério de Fluidos do Centro de Pesquésas

caracterizacdo dos biopolimeros xantana e clairanResenvolvimento (Cenpes) da Petrobras.
sintetizados pelas bactéria& arboricola pv pruni ; ) )
cepas 06 e 82 eBeijerinckia sp cepa 7070, 2.2 Conteudo de Acetila e Piruvato

comparando com as propriedades de uma amostra de A quantificagéo dos acidos acético e pirtvico

xantana comercial de grau industrial. foram realizadas por colorimetria utilizando os
métodos do acido hidroxamico (MCCOMB e

2. MATERIAIS E METODOS MCCREADY, 1957) e da 2,4-dinitrofenilhidrazina

(SLONEKER e ORENTAS, 1962), respectivamente.

2.1 Biopolimeros

As amostras de xantana foram sintetizadag-3 Contetdo de ions
pela bactéri&kanthomonas arboricolav pruni cepas A quantificacdo dos ions calcio, sodio e
06 e 82, fornecidas pelo Centro de PesquisRotassio das amostras foram realizados por
Agropecudria  Clima  Temperado (CPACT- espectrometria de emissdo atomica utilizando
EMBRAPA), localizado na cidade de Pelotas (Riofotometro de chama (Cole Parmer, modelo 2655-00).
Grande do Sul, Brasil). Neste trabalho, as xantandgs fons foram mensurados segundo metodologia
obtidas pela bactériakanthomonas arboricolapv ~ classica (ASTM, 1981).
pruni cepas 06 e 82 serao denominadas de Xc 06 e Xc
82. A amostra de clairana foi sintetizada com &-4 Analises reologicas
bactériaBeijerinckiasp. cepa 7070 a qual foi isolada As amostras para as analises reologicas
do solo canavieiro do municipio de Ribeirdo Pretdoram preparadas em agua destilada com ix10
(Sao Paulo, Brasil) por Vendruscolo (1995). Nestéle azida sodica, sob agitacdo magnetica com

trabalho, a amostra de clairana refere-se as fibr&fluecimento a 40°C por 16 horas. A concentracéo das
longas (FL) sintetizadas. solucdes foi de 5,0g:te verificada por gravimetria.

A bactériaX. arboricolapv pruni foi mantida As analises foram realizadas em redmetro de
por repiques mensais (HAYNE®t al, 1955) e tenséo controlada Rheostress 600 (Haake, Thermo
armazenada a 4°C, de acordo com Muro e LucHglectron, Alemanha) com controlador de temperatura
(1989). A bactériaBeijerinckia sp foi mantida Peltier (x1°C). A viscosidade foi medida com a taxa
liofilizada em ampolas. Nesse processo, a suspens@g deformagdo variando de 0,01a 10008. As
bacteriana, com 1xi® UFC/mL, acrescida de medidas oscilatorias foram determinadas com
crioprotetor, foi conservada através da dessecacaoffeqiiéncia variando de 0,02-10Hz na regido de
pressdes sub-atmosféricas. Ap6s a abertura dascoelasticidade linear em taxa de deformacdo de
ampola, a bactéria foi mantida por repiques mensa@05Pa. A geometria utilizada foi cone e placa

(HAYNES et al, 1955) e armazenada a 4°C, de(diametro 60,0 mm; distancia 0,105 mm; angulo 2°).
acordo com Muro e Luchi (1989). As medidas foram realizadas nas

Os meios de cultura utilizados para atemperaturas de 5°C, 25°C, 45°C e 65°C. Para

producéo de células e de biopolimero das amostras Eetardar a evaporagéo da agua nas temperaturaa acim
xantana sdo descritos no pedido de patente reipstrade 25°C, uma fina camada de dleo newtoniano foi
no Instituto Nacional da Propriedade IndustrialgIN  Utilizada na superficie exposta. O 6leo newtoniéno
2006). Para a clairana sdo descritos no pedido d&liscivel com a agua e mostrou nao interferir nos
patente registrado no Instituto Nacional daresultados.
Propriedade Industrial (INPI, 2002).

A producdo de células foi realizada em2.5 Analise de viscosificante para fluido de pexfdo
agitador orbital (New Brunswick, Scientific, modelo A analise como viscosificante foi realizada
Innova 4230) e a producdo dos biopo|imero§reparando as solucdes de acordo com a seguinte
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composicdo: 60g.t de NaCl, 0,2g.tt de CaCl, simples, compreendendo homopolissacarideos e
0,06g.L* de MgCh e 4,3g.* de xantana. O método heteropolissacarideos, 0s quais normalmente s&o
de preparo seguiu as especificacdes contidas n@anor compostos de unidades repetitivas regulares,
N-2605 (Petrobras, 2003). compostos de dois a quatro tipos de monossacayideos

As analises de viscosidade foram realizadagcido glicurbnico e radicais de acetato, piruvato,
em redmetro de tensdo controlada Rheostress 1@@droxibutirato e succinato (SUTHERLAND, 2001).
(Haake, Thermo Electron, Alemanha) comA literatura apresenta que o grau de substituigiasp
controlador de temperatura PeltierJ1°C). A  grupos acetila e piruvato na molécula de xantama te
viscosidade foi medida com a taxa de deformacdmfluéncia sobre a estabilidade na forma de hélice
variando de 0,15a 10008. A geometria utilizada foi (ordenada) e na faixa de temperatura em que oaorre
cone e placa (didmetro 60,0 mm; distancia 0,105 mniransi¢cdo conformacional (SHATWELEt al, 1990;
angulo 2°). As analises de forga gel foram reabizad KIM et al, 2006), na capacidade de associacéo
em viscosimetro Fann 35A, utilizand@b com raio intermolecular (GOYCOOLEA et al, 2001) e

2 intramolecular (SMITHet al, 1983), bem como a

capacidade viscosificante do biopolimero
(SHATWELL et al, 1990). Os contetudos dos
substituintes acetila e piruvato das amostras de
xantana e clairana foram investigados e sao
apresentados na Tabela 1.

de 1,72x10 m. As medidas foram realizadas na
temperatura de 25°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Conteudo de Acetila e Piruvato
A estrutura de muitos polissacarideos

oriundos de bactérias Gram-negativas € relativaenent

Tabela 1 - Contetdo de acetila e piruvato paraamobmeros.
Amostras Acetila (Ydpesvio padré®iruvato (%oPesvio padrdo

Xc 06 2,76 0,001 2,48 0,006
Xc 82 3,29 0,001 3,34 0,001
Xanvis 3,88 0,001 3,90 0,006
Clairana (FL) 3,37 0,001 1,96 0,005

O biopolimero Xanvis apresentou maior grauque o grau de substituicdo na molécula de xantana p
de substituicdo por acetila e piruvato em suacetila e piruvato € dependente da bactéria wddiza
molécula, seguido pela Xc 82. A xantana Xc 06na sintese do biopolimero. A maior parte dos
apresentou o menor grau de substituicdo por aaetilaresultados da literatura ndo apresenta quantidade
a clairana o menor por piruvato. E importanteestequiométrica entre os grupos acetila e piruvato,
observar que as amostras de xantana apresentaraemdo o grau de substituicdo por acetila supedor a
guantidade estequiométrica entre os grupos acaetilapor piruvato. Mutacdes ocorridas nestas bactérias
piruvato. Comportamento semelhante foi observadpodem levar a obtencéo de xantanas insubstituidas.
por Bradshawet al (1983) para xantana comercial A xantana produzida em escala industrial
Keltrol e por Shatwelket al. (1990) para a xantana utiliza, tradicionalmente, o patovar campestrisisma
sintetizada por Xanthomonas campestrispv  especificamente a cepa NRRL B-1459 (Sutherland,
campestris cepa 646. 1993). Porém, os valores de acetila e piruvato

As pesquisas realizadas anteriormenteapresentados na literatura para as xantanas
referentes a composicdo quimica e estrutural deomercializadas por diferentes empresas séao
clairana, ndo relataram a presenca desses grupos diferentes. Este fato pode estar relacionado a
molécula do biopolimero microbiano. Porém, Ohtandiferencas nas condi¢des aplicadas na fermentacéo e
et al. (1995) estudaram a caracterizacdo dgO0s-fermentacdo, bem como ao preparo da amostra
polissacarideo sintetizado pdBeijerinckia indica para a analise. Segundo Candia e Deckwer (1999), a
cepa TX-1 e apresentaram teor de 16,2% de acatila massa molar e a polidisperséo sdo influenciadas pel
estrutura. Cooke e Percival (1975) esturam a es&rut hidrdlise parcial realizada no preparo da amosira p
guimica do polissacarideo extracelular sintetizagio analises, pois tal procedimento pode acarretar em
Beijerinckia mobiliscepa NBC 9879 e, através daalguma degradacao do biopolimero.

mesma metodologia utilizada neste trabalho, Os resultados obtidos neste trabalho para as
determinaram teor de 2,6% de acido piruvico naantanas oriundas do pv. pruni (Xc 06 e Xc 82)
estrutura do biopolimero. diferem dos resultados obtidos por Teixeira (2085)

Na literatura, é possivel observar umaPinto (2005) para a Xc 101 e por Borges (2007) para
variacdo muito ampla nos teores de acetila e pouvaXc 106, os quais nao apresentaram relacao
determinados para amostras de xantana. De acordstequiométrica. Este fato relaciona-se as difesent
com os dados apresentados na Tabela 2, observouespas utilizadas na obtencdo dos biopolimeros. Os
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valores apresentados por Teixeira (2005) para @GXc Borges (2007) ainda relatou que o processo de
ndo apresentaram diferencas significativas coresterilizacdo realizado no caldo de fermentacéo
relacdo aos obtidos neste trabalho, considerando-seasionou a diminuicdo nos teores de acetila e
que a pesquisa foi realizada em volume de 0,llpiruvato dos biopolimeros.

Tabela 2 — Teores de acetila e piruvato para difessamostras de xantana citados na literatura.

Referéncia Amostra Acetila (%) Piruvato (%)
Slonecker e Jeanes (1962X. campestripv campestris (NRRL B-1459) 4,6
Bradshawet al.,, (1983) Keltrol (Kelco) 4,1 4,3

X. campestripv campestri§46 4,5 4.4
X. campestripv phaseolil128 7,7 1,7
Shatwellet al. (1990) X. campestripv oryzaeP X061 14,3 0,3
X. campestripv phaseolb56 1,6 6,0
X. campestripv campestris 1,0 0,7
X. campestripv gummisudans 2182 15 0,7
Sutherland (2001) X. campestripv campestriBD9A 0,2 0,1
Mutante 1,0 0,0
Mutante 0,0 0,0
Wanget al.,(2002) Kelco 5,14 0,24
o X. arboricolapv pruni 101 5,42 0,26
Teixeira (2005) X. arboricolapv pruni 06 3,25 2,81
. Jungbunzlauer 4,1 3,6
Pinto (2005) X. arboricolapv pruni 101 5,0 0,8
Khouryieh (2006) Sigma 3,53 0,9
Borges (2007) X. arboricolapv pruni 106 3,5 0,31
3.2 Contetido de ions calcio igual ao apresentado pelas xantanas do gratov
A producdo de xantana envolve duas etapagruni.
distintas: processo de fermentacdo e de recuperacéo Teores de sodio e potassio superiores aos

Na fermentacdo utiliza-se substrato constituido podeterminados neste estudo para as amostras de
fonte de carbono, nitrogénio e sais minerais, @ésqu xantana, foram determinados por Pinto (2005) para a
sdo adicionados em quantidades que normalment@ntana comercial (Jungbunzlauer) e para a xantana
excedem o consumo pelas bactérias. Deste modsintetizada pela bactéri& arboricola pv pruni cepa
certa quantidade permanece no caldo de fermentacd061 em volume de 0,085L utilizando frasco de 0,25L,
apos a finalizagcéo dos processos de fermentac&o e @ qual apresentou valores de 28,2 gde sédio e
recuperacdo. A quantificacdo dos ions presentes na98g.L"! de potassio e 2,02g'Lde sédio e 1,98g:L
amostras foi realizada e o0s resultados sade potassio, respectivamente. A andlise de ions
apresentados na Tabela 3. realizada por Borges (2007) para as xantanas
sintetizadas potX. arboricola pv pruni cepa 106,
Tabela 3 — Teores de ions determinados nas amostrasbtidas em volume de 7L em biorreator de 10L,

Amostra fons (g.1%) revelaram teor de ions sodio muito superior amds i
Na K Ca potassio. Este fato foi atribuido a adicéo de hiidid
Xc 06 54 11,00,05 de so6dio para o controle do pH do processo de
Xc 82 1,0 13,00,06 fermentacdo. A fermentacdo para a obtencdo das
Xanvis 0,262,7 2,8 amostras de xantana do patovar pruni estudadas nest
Clairana (FL) 98,0 38,0 0,05 trabalho n&o foi realizada com controle de pH. ®est

modo, € possivel observar que a quantidade de ions
Os teores dos jons diferiram entre aspresentes em amostras de xantana € variavel e
amostras. Observou-se que a quantidade de caldgigpendente dos processos fermentativo e pos-
presente na Xanvis é muito superior a quantidadigrmentativo.
presente nos demais biopolimeros. Este alto teor de
célcio foi relatado por Ferreirat al. (2006) e por 3.3 Analises Reologicas
Borges (2007) para amostras de xantanas comerciais As curvas de viscosidade dos biopolimeros
de grau industrial. As xantanas Xc 06 e Xc 82apresentaram comportamento pseudoplastico, como
apresentaram maior teor de potassio. A clairangsperado para solugdes aquosas de xantana
apresentou teores de sédio e potassio muito suegrio (SANDFORD e BAIRD, 1983) e anteriormente
aos apresentados pelas demais amostras e teor ajgesentado para as xantanas sintetizadas Xpor
arboricola pv pruni por Antuneset al. (2000) e
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Moreiraet al. (2001) e para a clairana por Moregta  diferencas de massa molar entre as amostras ou
al. (2005). Os resultados sdo apresentados na Figudlavido a esta apresentar teor de ion divalenteomuit
1. superior ao teor apresentado pelas amostras do

Em baixas taxas de cisalhamento, a amostrpatovar pruni (Tabela 3). A presenca de sal divalen
Xanvis apresentou viscosidade superior as demafaz com que ocorra a formacdo de aglomerados
amostras, em todas as temperaturas. Todos osaiores entre as moléculas de xantana e auxilia na
biopolimeros apresentaram decréscimo da viscosida@stabilidade frente a variagcbes de temperatura e
com o aumento da temperatura. Porém, a amostmdsalhamento, conforme Figura 1 (A). Além disso, a
comercial apresentou maior estabilidade frente &antana utilizada em fluidos de perfuracdo de pogos
variacao da temperatura e a Xc 82 o maior decréscinde petréleo, como a Xanvis, contém quimicos para
de viscosidade. melhorar/estabilizar as propriedades reolégicas em

A xantana Xc 06 apresentou comportamentacondicdes extremas (SHAH e ASHTAPUTRE, 1999).
similar ao apresentado pela amostra Xanvis, com O resultado de viscosidade apresentado por
relacao a pseudoplasticidade. A Xc 82 e a claiina Borges (2007), para a xantana obtida pelo pv pruni
apresentaram menor decréscimo da viscosidade erepa 106 foi de 75mPa.s, enquanto, neste trabalho
baixas taxas de cisalhamento. Com o aumento dsra a Xc 06, na taxa de cisalhamento de'18s
temperatura este comportamento foi pronunciadoviscosidade foi de 182mPa.s e para a Xc 82 foi de
Possivelmente, este comportamento possa sé&B5mPa.s. Porém, € importante observar que a
atribuido a uma maior flexibilidade das cadeias dosmetodologia de solubilizacdo dos biopolimeros
biopolimeros Xc 82 e clairana FL. utilizada por Borges (2007) foi diferente da apl&ea

A viscosidade superior apresentada pelao presente estudo.
amostra Xanvis, possivelmente, seja devido a
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Figura 1 - Curvas de viscosidade para as solugfigssas dos biopolimeros (A) Xanvis, (B) Xc 06 (€)82 e
(D) clairana, com concentragéo de 5hdm diferentes temperaturas.

Os resultados apresentados na Figura 8xisténcia de estrutura semelhante a um gel. Os
mostram o comportamento dos modulos elastico modulos elastico e viscoso ndo apresentam
viscoso em funcdo da freqiiéncia, nas diferentesobreposicdo em nenhuma das taxas de frequéncia
temperaturas testadas. Todos o0s biopolimerogplicadas para as temperaturas de 25°C e 45°C,
apresentaram diminuicdo no valor dos mddulos com ocorrendo em baixas freqliéncias para a temperatura
aumento da temperatura. de 65°C. Para a Xc 06 e Xc 82, Figura 3 (B e C), 0

Para a Xanvis, Figura 3 (A), o modulo médulo elastico (G') apresentou-se superior ao
elastico (G') foi maior em todas as freqliéncias ®iscoso apos uma dada freqiiéncia (sobreposicdo das
temperaturas que o modulo viscoso (G"), mostrando eurvas), a qual variou de acordo com a temperafura.
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aumento da temperatura fez com que a frequéncia dkadilha et al, (2000), para solu¢cdes aquosas de
sobreposicédo fosse deslocada para valores maioredairana (FL) 30,0g.L, sintetizadas em condicdes
isto é, favoreceu o médulo viscoso, sendo necessaridiferentes das utilizadas no presente estudo. iarti
freqiiéncias maiores para que o modulo elastico sefadilla e Cabada-Celis (1996) no estudo reolégao d
superior. biopolimero obtido porBeijerinckia sp também

As curvas dos mddulos para a clairanarelataram comportamento similar ao obtido neste
Figura 2 (D), apresentaram o médulo viscoso supericestudo. Porém, Bozaet al. (2004) relataram
ao elastico em todas as temperaturas analisadas. I®corréncia de resposta elastica para a clairana, em
mostra que esse biopolimero ndo apresentsolugdo com concentracdo de 30,0g.Lem
propriedades similares a um gel, nas condi¢cbesequéncia superior a 3,5Hz, sendo independente da
estudadas. Comportamento similar foi obtido pofrequéncia a partir desse ponto.
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Figura 2 - Curvas dos mdédulos elastico e viscosa aa solucdes aquosas dos biopolimeros (A) XafB)is{c
06, (C) Xc 82 e (D) clairana, com concentracéogle 5em diferentes temperaturas.

3.4 Analise de viscosificante para fluido de pexfidio
Os polimeros viscosificantes utilizados em Xc 06

qui_dos de pe_rfuragﬁo sdo solubilizados em meio oo DN

salino e analisados com relacdo a sua capacidaddg

viscosificante, utilizando os parametros K e n do

modelo de Ostwald-de-Waelle, e quanto as suas

propriedades semelhantes a um gel.

As curvas de viscosidade obtidas para as
amostras de xantana sao apresentadas na Figugsa 3. A
xantanas do patovar pruni apresentaram viscosidade
inferior a viscosidade da Xanvis. Contrario ao
comportamento apresentado em solugéo aquosa, a Xd 10 A e e
82 em solucéo salina apresentou viscosidade similar Taxa de Cisalhamento (%)
viscosidade da Xc 06.

100 o

Viscosidade (mPa.s)

FIGURA 3 - Curvas de viscosidade para as solugdes
salinas dos biopolimeros.
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literatura. A determinagéo dos substituintes acedil
A norma N-2604 (Petrobras, 2003) especificapiruvato para a clairana colaborou na elucidacdo da

que o indice de consisténcia (K) minimo deve ser destrutura quimica deste biopolimero microbiano que
1500 mPa.s e o indice de fluxo (n) deve apresentmode ser considerado um polieletrélito. A
valor maximo de 0,5. Comparando os resultados dageterminacdo do conteddo de ions revelou as
parédmetros K e n obtidos para as amostras de »antadiferencas nos processos de producdo dos
em solucdo salina, apresentados na Tabela 4, ab®polimeros microbianos. A amostra de xantana
valores determinados na norma observamos que aemercial apresentou propriedades reoldgicas
amostras estdo em conformidade com o valosuperiores as demais amostras de biopolimeros
estipulado para o pardmetro n. Com relacdo ao valonicrobianos. As amostras de xantana do pv pruni
estipulado para o pardmetro K, a amostra Xc 82 ndapresentaram  viscosidade e  viscoelasticidade
atingiu o valor minimo. As xantanas Xc 06 e Xc 82superiores a apresentada pela clairana. Para gigica
qguando preparadas com tratamento térmico noomo viscosificante de fluidos de perfuragdo, sdmen
processo poés-fermentativo apresentaram valores dean amostra comercial atendeu aos requisitos
e K de acordo com as especificacbes da norma Mstabelecidos.
2604 (Petrobras, 2003) (resultados ndo apresentados
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Resumo

Os regimes de concentracdo das solucbes de xantkmiegna e tara, foram
examinadas por espalhamento de luz dinamico, atrdaédeterminacdo das concentracdes
que limitam estes regimes. Duas metodologias foaphcadas na determinagdo das
concentracdes de sobreposicdo (c*) e de agregetdoA primeira metodologia foi baseada
no comportamento do coeficiente de difusdo em furigi concentracdo das solucbes. Para
analisar os resultados, foi proposta uma curvaciadio coeficiente de difusdo em funcéo da
concentracdo. Aplicando esta metodologia, foi pe$sleterminar c* e c** para a xantana e
tara, mas nao para a clairana, que apresentou cregalar. Foram analisadas as curvas de
distribuicdo dos tempos de relaxacdo (DTR) para&rdas concentracdes das solucdes de
xantana e tara. Estas curvas apresentaram difenémero de modos de relaxacdo, sendo
observado que as concentracdes nas quais 0 nuremodos mudou corresponderam as
concentracdes c* e c**, determinadas utilizandoedoaiologia anterior. Foram entéo obtidas
as curvas de DTR para a clairana, sendo possit@indear as concentracdes criticas, bem
como 0s regimes de concentragao.
Palavras-chave: regimes de concentragdo, concaéatcaitica, polissacarideos, espalhamento

de luz.

1. Introducéo

No estudo de material polimérico em solugdo € mapbe conhecer a dependéncia
entre a concentracdo e as propriedades dinamestatecas da macromolécula, em particular,
da mudanca do comportamento da molécula em sotpgindo passa do regime diluido para

o semidiluido e deste para o concentrado (Ying &,a887).
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A determinacdo dos regimes de concentracdo papmliineros permite conhecer o
comportamento destes em solucao e assim predizecaomreta aplicacao. Ainda, permite que
amostras sejam preparadas nas condi¢fes requpadasada tipo de analise. Deste modo,
propriedades como raio hidrodinamico, raio de gisagcomprimento de persisténcia, massa
molar e polidispersdo, podem ser determinadas adaqente.

De acordo com a literatura existem trés regimedndicos de concentragdo para uma
solucéo polimérica em um bom solvente: diluido,idéaido e concentrado (Doi & Edwards,
1986). Basicamente, a diferenca entre os regimés mdacionada as interacbes das
macromoléculas em solugéo.

Muitos polissacarideos, quando em solugdo, apasese em conformacéo de novelo
aleatdrio, cuja forma flutua continuamente devidongovimento Browniano. Uma maneira
simples para entender as propriedades das solecdeshecer a fracdo de espaco ocupado
pelo polimero. Em baixas concentracdes, as cadedasduais em conformacdo de novelo
aleatério estdo bem separadas umas das outrages |para se moverem de maneira
independente. Com o aumento da concentracdo comeca® tocar e apds, somente
acomodam-se através de sobreposicdo e interpeietd® umas com as outras. Nestas
condigbes as cadeias individuais movem-se com nulificuldade devido a rede formada
com as cadeias vizinhas (Morris, 1995).

A concentracdo na qual ocorre a transicdo do regdifun@o para o semidiluido, em
solucdes poliméricas, € o ponto em que cada maléml solucdo estd em contato com as
moléculas vizinhas. A concentracdo em que molédualdisiduais de polimero comecam a
interagir fisicamente é definida como concentracéitica de sobreposicao, ctrpssover
concentration ou overlap concentration (Doi & Edwards, 1986). O conceito de c*,
introduzido por De Gennes, é baseado na teoriaudeog novelos poliméricos em solucéao,
em seu estado imoével, ocupam um volume hidrodindmoicde, acima da concentracao
critica, ocorre o empacotamento entre as molédqiRasid, Dunstan & Boger, 2000D
aumento da concentracdo no regime semidiluidodesantracdo das moléculas em solucéo.

A transicdo de solucdo semidiluida para concent@ddamada de concentracao
critica de agregacao, c**, na qual as moléculaspaéiem mais se contrair com o aumento da
concentracdo. Devido a isto, ocorre a formagécadosgados (Nash, Pinder, Hemar & Singh,
2002). A concentracdo de sobreposicdo é determipaddois fatores: o nUmero de cadeias

presentes (proporcional a concentracdo) e o volwmeecada uma ocupa (Morris, 1995).
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Hofer (1991) definiu que uma solucdo de polimedildéida quando a distancia entre
as cadeias individuais de polimero é muito mai@ gwextensédo da cadeia dada pelo raio de
giracdo. O espaco ocupado pelo polimero € muitanaure o volume disponivel. Em termos
praticos, significa que os segmentos de diferecdeleias ndo se sobrepdem. A solucdo é
semidiluida quando as esferas contendo o raio BE&y de cada cadeia individual de
polimero se sobrepdem. A concentracdo de sobr&mogit) é definida como a concentragéo
na qual os espacos disponiveis na solucdo sdodmsipalos novelos poliméricos.

Launay, Cuvelier e Martinez-Rey€997), relacionam as concentragdes ao inicio (c*)
e ao final (c**) a um fenbmeno progressivo de rédugo novelo polimérico provocado pelo
aumento dos espacos ocupados.

A xantana € um exopolissacarideo produzido po€bastdo géner¥anthomonasA
xantana comercial € produzida pela bact&aathomonas campestns/ campestris, porém
outras espécies sao capazes de produzir a xaraem@X@anthomonas phasepjuglandis e
arboricola E um heteropolissacarideo composto de repetididades pentassacaridicas
sendo a cadeia principal formada por unidadg$-Beglicose ligadas na posi¢do um e quatro,
e os trissacarideos ligados lateralmente sdo cdoggr uma unidade de acido D-
glicurénico @ 1-2), duas unidades de manose ligadas na posa@dn-3le por residuos de
glicose ligados( 1-3) na cadeia principalénsson, Kenne & Lindber975; Meltonet al,
1976). A molécula passa por uma transicdo na cofgéio de dupla hélice ordenada para
desordenada quando submetida a modificacbes na ifomica, pH e temperatura da solucao
(Morris, 1995). A conformacdo ordenada da xantasanéiflexivel (Holzwarth, 1978; Ross-
Murphy, Morris & Morris, 1983), e a desordenadaeapnta-se altamente estendida devido as
repulsdes eletrostéticas das cargas das cadedesidaiSendo a estrutura altamente estendida,
as moléculas podem alinhar-se e associar-se (RotBeMiddleman, 1987).

A amostra de xantana utilizada no presente trab&dhqroduzida pela bactéria
Xhanthomonas arboricolav pruni cepa 06. Varias cepas deste patovar témisoladas
pelos pesquisadores do Centro de Pesquisas Agdpaesde Clima Temperado (EMBRAPA
— CPACT - Pelotas). Estas cepas tém sido estudadaselacido a producao e propriedades
do biopolimero no Centro de Biotecnologia da Ursidade Federal de Pelotas (Antuees
al., 2000; Moreiraet al, 2001; Moreira, 2002; Pinto, 2005). A producéo hiepolimero
utilizando a bactériakanthomonas arboricolg@v pruni possui patente registrada no Brasil
(INPI, 2006).
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Algumas das bactérias do génddeijerinckia possuem a capacidade de produzir
exopolissacarideos, o0s quais podem apresentaremtésr composi¢cdes, dependendo da
espécie (Kang & McNelly, 1977). A clairana é o mbmero sintetizado pela bactéria
Beijerinckiasp cepa 7070. A composicdo quimica da clairanddtrminada por Scamparini
et al (1997) sendo composta pelos monossacarideosgyligalactose e fucose na razao de
3:1:3, respectivamente.

A cepa utilizada neste trabalho foi isolada do saleavieiro do municipio de Ribeirdo
Preto (Sado Paulo — Brasil) por Vendruscolo (1995).producdo e propriedades do
biopolimero tém sido pesquisadas extensivamenteeifdo Souza & Vendruscolo, 1998;
Padilha, Dellagostin & Vendruscolo, 1998; Pinto, relea & Vendruscolp2002; Moreira,
Del Pino & Vendruscolo, 2003; Borgesal, 2004; Moreiraet al., 2005).

A tara é uma galactomanana extraida por moagemndosperma das sementes da
leguminosaCeretonia siliqua (L)(FSANZ, 2005). E um polissacarideo neutro, sendo su
cadeia principal linear formada por unidades deasare cadeia lateral por uma unidade de
galactose na razéo de 3:1 A tara difere das degatastomananas na razao entre as unidades
de manose e galactose (M/G). A guar apresenta M#@ode 2:1 e a locusta de 4:1 (Ruiz-
Angel et al, 2002). As unidades de galactose estdo distribuédizatoriamente na cadeia
principal (FSANZ, 2005). As propriedades das sabscdiluidas das galactomananas foram
estudadas por medidas de viscosidade. As solucge®sas comportaram-se com
conformacéo desordenada com alguns graus de rifidgrna, Tarazona & Saiz, 2003). Sao
usualmente aceitas como sendo polimeros semifiexive forma desordenada (novelos
aleatorios) e, sob condigbes controladas, formarnuc8es de entrelagamentos né&o
associativos (Picowt al 2001).

A determinacdo do regime de concentracdo é uracaspmportante do trabalho
preliminar e ilustra a natureza complicada na gaalomporta a xantana em solucao, por isso,
as solucdes de xantana sdo um dos sistemas degpaligleos mais intensivamente estudados
com relacdo as propriedades reologicas e fisicmigas (Rodd, Dunstan & Boger, 2000). O
comportamento e as propriedades das solucbes dangamos diferentes regimes de
concentracdo foram extensivamente estudados (BiBabcock & Tobin, 1970; Southwick,
Jamieson & Blackwell, 1982; Cuvelier & Launay, 1986@las et al, 1990; Launay, Cuvelier
& Martinez-Reyes, 1997; Esquenet & Buhler, 2002).



a7

As técnicas para determinagcdo de c* e c** maikzatlas sdo andlises reoldgicas e
espalhamento de luz. O espalhamento de luz dina(@igoamic Light Scattering DLS)
pode ser usado para tracar a difusividade das olag@m solucdo em uma escala de
concentracdes. Southwick, Jamieson e Blackwell 2L98oviello et al (1987), Tinland,
Maret e Rinaudo (1990) e Rodd, Dunstan e BogerQR@@aliaram a c* por aplicacédo de
técnicas de espalhamento de luz, analisando arteiadéo coeficiente de difusdo aparente.
Coviello et al (1986) examinaram por espalhamento de luz estatdinamico, amostras de
xantana nativa e modificada e comentaram sobrebégéidade na determinacéo de c* para
moléculas semiflexiveis. Sugeriram que o valor dibté frequentemente dependente da
técnica experimental e interpretacdo dos dados.

Em reologia, c* de uma solucéo polimérica podedseéinida como aquela, a partir da
qual, se observa um desvio da linearidade na el&gfin x log cn], isto €, quando a
inclinacdo da curva modifica-se (Rodd, Dunstan &g&o 2000). O parametro [
(“dimensionless coil overlap paraméfepode ser definido como sendo a medida da fracéo
em volume do polimero presente na solucdo. A iacion observada é de aproximadamente
um no regime diluido e entre trés e quatro no regemidiluido, dependendo da rigidez da
molécula (Lapasiret al, 1990). A modificagdo na inclinacdo ocorre devaddmudancas nas
propriedades de escoamento, pois, acima de c* h&af@o de entrelacamentos
intermoleculares, e abaixo de c* as cadeias estd@s [para se moverem individualmente.

O presente trabalho teve como objetivo acompanhamgportamento dinamico dos
biopolimeros em solucao, a fim de determinar osmeg dindmicos de concentracao através

das concentragdes criticas de sobreposicao (&)agkgacao (c**).

2. Materiais e Métodos
2.1 Biopolimeros

A amostra de xantana foi sintetizada pela baciaisthomonas arboricolav pruni
cepa 06, fornecida pelo Centro de Pesquisa AgrépeciClima Temperado (CPACT-
EMBRAPA), localizado na cidade de Pelotas (Rio @eamlo Sul, Brasil), a qual, neste
trabalho, sera denominada de Xc 06. A amostralaleuca foi sintetizada com a bactéria
Beijerinckia sp. cepa 7070, a qual foi isolada do solo canmavigd municipio de Ribeirdo
Preto (S&o Paulo, Brasil) por Vendruscolo (1995).
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A bactériaXanthomonas arboricolgv pruni foi mantida por repiques mensais em
meio YM (Haynes, Wickerham & Hesseltine, 1955) mazenada a 4°C, de acordo com
Muro e Luchi (1989). A bactériBeijerinckiasp. foi mantida liofilizada em ampolas. Nesse
processo, a suspensdo bacteriana, com *4xWEC/mL, acrescida de crioprotetor, foi
conservada através da dessecacgdo a pressoes sgfédatas. Apds a abertura da ampola, a
bactéria foi mantida por repiques mensais, comorilesacima.

O producédo de células foi realizada em meio YM drascos foram incubados em
agitador orbital (New Brunswick, Scientific, moddlmnova 4230). Os in6culos continham
aproximadamente 2x1@WFC.mL*, conforme recomendado por Pan, Moreira e Vendhosco
(2000). A producdo dos biopolimeros foi realizadia leiorreator de bancada (B. Braun
Biotech. Inc., modelo Biostat B) utilizando vasoldx..

No processo pos-fermentativo foi realizada a cewgaicao (Sorvall Instruments RC-
5C) a 16.00Q, durante 45 minutos. Ao sobrenadante foi adicionatimol 96°GL na
proporcdo 1:4 e apods, foi seco em estufa a 56%@ueatlos em moinho de disco (Fritsch,
Pulverisette).

A goma tara foi fabricada pela empresa Exporta@dr&ol (Pert) e distribuida no
Brasil pela empresa Metachem Industrial e Cometdidd, a qual forneceu a amostra para
este trabalho.

2.2. Preparo das Solucdes

As trés amostras de biopolimeros para a analisesgalhamento de luz dinamico
foram preparadas por solubilizacdo em agua destéadkionizada em concentracéo de %g.L
e adicdo de 1xIWy.L™" de azida sédica, em agitador magnético por 16shar&6C. A
clarificacdo das amostras foi realizada por filim@Em membranas de ésteres mistos de
nitrato de celulose e acetato de celulose (MilkpeMillipore Corporation) com tamanho de
poro variando de 3}0n a 0,4%m, sob presséo controlada. A concentracéo finakdagdes
foi verificada por gravimetria. A partir da soluc@&stoque, foram preparadas dilui¢coes,
utilizando o mesmo solvente, sob agitacdo magn@ticauma hora, e armazenadas por 16
horas sob refrigeracdo. A concentracdo das solu@ediopolimeros foi variada em uma

faixa em que estivessem contidos os diferentemeeggdinamicos de concentracao.
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2.3. Espalhamento de Luz Dinamico

Espalhamento de luz dinamico (DLS) é uma técnicapafiturbativa usada para medir
o coeficiente de difusdo de moléculas em soluca@o€iiciente de difusdo, o qual tem
dimensées de (comprimenttmpo, é uma medida média da trajetéria difusiateauma
molécula individual.

As medidas de espalhamento de luz foram realizatihsando o analisador de
tamanho de particulas Malvern Nanosizer ZS (Malestruments Ltd., UK). As amostras
foram analisadas em cubeta de vidro com, pelo mehosepeticbes para verificar a
repetibilidade. Todas as analises foram realizad@&5°C. O angulo de deteccdo da luz
espalhada foi de 173denominado de retro-espalhamento. O Nanosizent#i$a um laser
He-Ne de 4mW, operando em um comprimento de okglaé 633nm.

A viscosidade do solvente (dgua destilada e deadaizé 0,8872mPa.s e o indice de
refracdo (RI) é 1,330. A viscosidade das amostreadsumida como 0,8872mPa.s, o indice
de refracéo (RI) como 1,330 e a absorcéo (luz alesopelas particulas na dispersdo) com o
valor de 0,001.

Os dados obtidos foram analisados utilizanddigpersion Technology Software 5.00
(Malvern Instruments Ltd., UK). Os valores dos cmehtes de difusdo translacional foram

calculados a partir da analise por cumulantes,ocord definido na 1ISO13321 (1996).

3. Resultados e discussoes
Para determinar os regimes de concentracado &s#@&teidentificar as concentracdes
criticas c* e ¢**, as quais marcam a passagem gimeediluido para semidiluido e deste para

0 concentrado.

3.1. Avaliacdo das Curvas dos Coeficientes de Bduganslacional Médios.

Com o intuito de melhor entender os fenbmenos ndici@& que ocorreram nas
solugcbes dos biopolimeros em cada regime de caacéont bem como as modificacdes
devido as transicOes entre eles, foi construida oorga tedrica do comportamento do
coeficiente de difuséo translacional em funcaoateentracdo, a qual € apresentada na Fig 1.
Esta curva foi construida baseando-se nos ressltadtidos neste trabalho e nas curvas

apresentadas por Rodd, Dunstan e Boger (2000) ngmicide espalhamento de luz dé 40
ac’.
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Curva Teoérica

L] L] L] L] L] ,
: ; °
: ! Solugao | Solugéo
Solug&o diluida ! semidiluida concentrada
! ! ®

Coeficiente de Difusdo (umzls)

L o* e
: T

Concentragdo (gAL'l)

Fig.1. Curva tedrica do comportamento do coefieiel difusdo em funcdo da concentracéo

com angulo de deteccdo da luz espalhada d& 173

Southwicket al (1980) definem que uma solucdo é diluida quandobaeposicao
intermolecular ndo afeta a difusdo translaciona dwléculas, isto é, ¢ < c*. A Fig. 1
apresenta que, em concentracées muito diluidasc(®ed com concentracdo tendendo a zero,
i.e., ¢ 2 0) o coeficiente de difusdo translacional ndo smlifita com o aumento de
concentracao, isto €, as moléculas estdo livres paiverem-se individualmente, pois néo
ocorrem interacdes intermoleculares. Cada macraulel@m uma solu¢cdo muito diluida, em
um bom solvente, possui uma tendéncia a excluastad outras do volume que ela ocupa. A
partir deste fendbmeno é definido o termo volumduwddo, o qual é o resultado da repulséo
entre moléculas do polimero devido a requisitosa@safs. Devido a isto, as propriedades
fisicas médias da solugcdo ndo sdo alteradas, lmgojalores do coeficiente de difusédo
translacional mantém-se iguais, definindo um plato.

Aumentando a concentracdo a partir de>c0, aumenta o numero de cadeias de
polimero livres na solucéo. Isto faz com que &dish entre as cadeias diminua e as posi¢coes
que cada uma ocupa na solucdo comecam a ser gekignpela presenca de outras
moléculas. A restricdo ocorre devido ao volume wigld de cada uma. A movimentacao livre
das moléculas cessa quando, em determinada caag@mtmao ha mais espaco disponivel
entre as cadeias poliméricas, isto é, o volumeuékelde uma cadeia toca o volume excluido

da outra. Deste modo, a movimentag¢do de uma malécaldependente da movimentacgéo da
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molécula vizinha. Esta é a concentracdo que limstaegimes diluido e semidiluido (c*).
Nesta concentracdo consideramos que nao ha neiguidetinteracdo intermolecular.

A solucdo semidiluida apresenta c* < ¢ < c**, Meststema o efeito do volume
excluido desaparece devido a alta concentracdadigas poliméricas. Deste modo, ocorrem
as interagdes hidrodinamicas, as quais sdo caugaldasovimentagcao das cadeias devido ao
movimento Browniano. Esta movimentagédo causa mawioneas moléculas do solvente que
levam a uma forca friccional em outras partes akeieapolimérica mediada pelo solvente.
Esta interacdo entre as partes da cadeia poliméagana muitos processos dindmicos na
solucao, incluindo a difusdo do polimero. Devidestas interacdes, ndo € possivel analisar a
cadeia polimérica inteira e entdo aplica-se o nwdkd blobs para tal finalidade. Neste
modelo a cadeia polimérica é vista como um conjdetesferas oblobs com raiog;,, onde o
movimento de cadialob ndo é correlacionado com o dos outros (De Gerld9@s).

A dindmica de uma cadeia polimérica quando estdada por outras cadeias, como
ocorre no regime semidiluido, pode ser explicada fgm6meno de reptacdo, proposto por De
Gennes (1971), se as moléculas estiverem em coafdondesordenada, ou explicada por
limitacdes topologicas, segundo proposta de DaiwaEds (1986), se a forma for de bastdes
rigidos. Considerando-se que os biopolimeros xargaara, quando em solucdo aquosa e em
determinadas condicfes, sdo aceitos como sendogrol semiflexiveis e em conformacéo
desordenada (Morris, 1995; Picattal 2001; Laguna, Tarazona & Saiz, 2003), sua din@mic
pode ser explicada segundo o fendmeno de reptAgéamformacao e o grau de flexibilidade
do biopolimero clairana ainda nao foram estudados.

O fendbmeno de reptacdo assume que uma deterntaddé& sofre reptacdo atraves
do emaranhado de cadeias circundantes. Isto signijue a cadeia polimérica esta
essencialmente confinada pelas cadeias circundantesm tubo curvilineo imaginario ao
longo de seu contorno, por um pequeno periodo m@de Consequentemente, a difusao
transversal € zero e a cadeia propaga-se efetivtampendifusdo unidimensional ao longo do
eixo de seu contorno.

Acima de c*, a difusdo via reptacao torna-se oanmstno dominante na solucéo
polimérica. Com o aumento da concentracdo, difesentadeias interpenetram-se
progressivamente causando aumento no coeficiendifaggio de cadélob. Segundo De

Gennes (1979), o principal fenbmeno é o decrésdontamanho dblob com o aumento da
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concentracdo, pois 0 maior numero de moléculasoh&gd@ promoveu a ocorréncia de
interacOes intermoleculares, formacgéo de entrelagtos e contracao estrutural.

A transicdo de solucdo semidiluida para conceat®dchamada de concentracéo
critica ¢c**, na qual as moléculas atingiram suat@g@o maxima. Devido a isto, ocorre a
formacao dos agregados (Nash, Pinder, Hemar & SR@P). Em concentra¢des superiores
a c**, ocorrem interagbes polimero-polimero, asigjusausam menor mobilidade das
moléculas na solucdo. Deste modo, com o acréscimdugl na concentragcdo ocorre
decréscimo no coeficiente de difusdo translaciajate propbe que este comportamento
represente 0 regime concentradoonsidera-se que c** depende do tipo de polimero,
especialmente de sua rigidez intrinseca, da maska mda qualidade do solvente (Launay,
Cuvelier & Martinez-Reyes, 1997). Milast al. (1990) especularam que c** representa o
comeco de um dominio de concentracdo onde umabdis@io uniforme de segmentos
poliméricos esta presente no volume da solucao.

A literatura apresenta diferentes metodologias padaterminacdo das concentracdes
criticas. Rodd, Dunstan e Boger (2000) determinaaarhestimando uma variacdo de 5% no
coeficiente de difusdo a partir do valor obtido @ilnic&o infinita, isto €, variando a partir do
platé de difusdo. A c** foi determinada no pontord&imo detectado para o coeficiente de
difusdo, conforme Fig. 2. Tinland, Maret e Rinaud®90) estimaram c* utilizando a
condicdo de que a distancia média entre os cedéorassa das cadeias € igual a extensdo
média da cadeia (na ordem de®Rg que, nesta concentracdo, s6 existe uma cadeia p
volume hidrodinamico. Deste modo, utilizaram a €goa

mL
Rg’®

k

onde m é a massa por unidade de comprimento dagrolie L o comprimento de contorno.
Para c**, utilizaram a dinamica de reptacéo e ouélfoi realizado pela equacéao:

_3m

- 2p?

onde P €& o comprimento de persisténcia. Southwideknieson e Blackwell (1982),

* *

determinaram c* utilizando duas metodologias. wvaklculado foi determinado utilizando
a definicdo de que a solucéo é diluida quando d&colas de polimero estdo separadas por
pelo menos um diametro molecular, o qual correspanaproximadamente 10% de ocupacao

pela esfera do polimero e, nesta base, a solugAdalde xantana ocorre quando:
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c00M (gjiﬂﬁ N,
onde M é a massa molary® raio hidrodinamico e No namero de Avogadro. O valor
observado foi determinado pela inclinacdo da cdivaoeficiente de difusdo em funcdo da

concentracdo da solucdo de xantana.
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Concentration (wi% : g/dL)

Fig. 2. Curva do coeficiente de difus&rsusconcentracdo, ef= 40°,para xantana
em solucéo de 5g:1de NaCl. Fonte: Rodd, Dunstan & Boger, 2000.

Em experimentos de DLS, o &ngulo de deteccao despalhada tem influéncia sobre
0s resultados obtidos. Os resultados apresentadosRpdd, Dunstan e Boger (2000)
mostraram que em angulo de®4® curva de coeficiente de difus&iersusconcentracio
apresenta um minimo, o qual n&o foi observado egulés entre 60e 106. O equipamento
utilizado no presente trabalho realiza as medidagmegulo de 173 no qual ndo foi possivel
observar o0 minimo da curva.

De acordo com Ying e Chu (1987), as propriedadeéndicas das macromoléculas
tendem a apresentar uma modificacdo abrupta naagemsdo regime diluido para o
semidiluido, quando estas apresentam-se em corgaomdesordenada ou na forma de
bastdo. Neste trabalho as concentracdes criticasi fdeterminadas nos pontos onde ocorreu
modificacdo na inclinacdo da curva formada peloficeate de difusdo em funcédo da
concentracdo das solucdes de biopolimeros.

A Fig. 3 apresenta a curva do coeficiente de difysia uma faixa de concentracdes

de goma tara. Foi verificado que esta apresentoupodamento semelhante ao da curva
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tedrica apresentada na Fig. 1. Nas concentracdés dilwuidas (c> 0) foi observado um
platé do coeficiente de difusdo em torno do va®rRdum?s. Aumentando a concentracao,
ocorreu aumento no coeficiente de difusdo até md@eda concentracdo a partir da qual, com
a continuidade da elevagdo da concentragdo, ocdeenscimo do coeficiente de difusao.
Deste modo, foi possivel determinar os regimes dacentracdo da solucdo e,

consequentemente, as concentracdes criticas {¢j.e c

6
= 5 3 Ii -
(2 - i
~ 4 - ! -
1 -
~ 1
g 3 * :
4 - = % 1
5 e |
3 2 '
a’ 1
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~ -1,
Concentragéo (g.L")

Fig. 3. Determinacéo de c*e c** por medidas do mierfite de difusdo em funcao da

concentracdo para tara.

As concentracdes criticas determinadas para a tamméoram de 1,8x1%y.L™ para a
concentracéo critica de sobreposicéo (c*) e delDRxL™ para a de agregacao (c**). Deste
modo, consideramos que a solucdo esta em regimdaliém ¢ < 1,8xI8y.L™, semidiluido
em 1,8x1Fg.L* < ¢ < 1,3x10g.L™ e concentrado quando ¢ > 1,3%30™.

A goma tara é um polissacarideo que tem sua prodeséita ao seu pais de origem,
o Peru. Por esta razao, a literatura ndo registterdinacdo das concentracdes c* e c** por
espalhamento de luz dindmico para a goma taragtanto, valores para as galactomananas
determinados por andlises reolégicas sdo encostraittikijyothin, Torres e Gongalves
(2005) determinaram c** por analises reoldgicasgoma tara em 5,2 ¢'le para goma
locusta em 7,0 git. Andradeet al. (1999) apresentaram valor de c* igual a 2,4gpara

goma locusta. Launay, Cuvelier e Martinez-Rey&#897) determinaram para goma guar c*
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de 0,55¢.[' e c** de 2,8g.[*, enquanto Burket al. (2000) apresentaram c* de 4,0¢.10s
valores determinados por andlise reoldgica sdorisnpe aos determinados, neste trabalho,
por espalhamento de luz dindmico.

A Fig.4 apresenta a curva do coeficiente de difesfduncédo da concentracao obtida
para a amostra Xc 06. Foi verificado que a currasgmtou comportamento semelhante ao da
curva tedrica apresentada na Fig. 1. A curva apteseim platé do coeficiente de difusdo em
concentracdes tendendo a zero, no valor demB9 Platd semelhante foi detectado nos
experimentos desenvolvidos por Rodd, Dunstan e mBdg@€00). Aumentando-se a
concentracdo, o coeficiente de difusdo apresemtvagio e, apds determinada concentracao,

decréscimo. Assim, foram determinadas as concémsagyiticas.
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Fig. 4. Determinacgao de c* e c** por medidas ddficaente de difusédo em funcgéo da
concentracdo para a Xc 06.

A concentragdo critica de sobreposicdo (c*) foieotsda em 1,3x1fy.L" e a de
agregacdo (c**) em 1,1x1'g.L™". Deste modo, consideramos que a solucdo estagmere
diluido em ¢ < 1,3x1€y.L™", regime semidiluido em 1,3x%0.L* < ¢ < 1,1x10g.L" e
concentrado quando ¢ > 1,1xH0L™.

Holzwarth e Prestidge (1977) observaram que a agéegentre as moléculas de
xantana ocorre em associagdes entre os finais alésias, enquanto Morris, Franklin e
Lanson (1983), observaram que a associagado entnelésulas ocorre lado a lado.

Comparando os valores das concentracfes crititcasrdeados no presente estudo,

para a Xc 06, com os valores descritos na litemafliabela 1, foi observado que c* e c**
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apresentaram valores menores que 0s determinaddisersura utilizando a técnica de
reologia.

A teoria prevé que os valores obtidos para c* g d&terminados por espalhamento
de luz, possam ser diferentes dos determinadoargdises reoldgicas. Este fato se deve ao
cisalhamento que estas analises imp6em. Lapagiiclg ®95) relataram que, para solu¢des
de xantana, as forcas cisalhantes dominardo o meot@rBrowniano em baixas taxas de
cisalhamento, causando alinhamento molecular,teggld em uma solucdo que nao inicia em
um estado de movimento aleatério verdadeiro. D&devards (1986) apresentaram que,
teoricamente, sob a aplicagédo de forcas cisalhamel®culas na forma de bast@od-like)
se alinhardo em solugéo antes de ocorrer interagfecular. Este alinhamento das moléculas
causa uma reducdo na fracdo de volume na direc@isalhamento, consequentemente, as
concentragdes c* e c** ocorrem em concentragéesrgups, em comparagao aos resultados
determinados por DLEmbora as moléculas de xantana ndo possam sedem@uas com a
forma de um bastdo (Coviellet al, 1987), sua forma estendida em solugcéo sugereoque
alinhamento das moléculas pode estar ocorrendamAssnatureza semiflexivel da xantana
dificulta a determinacdo de c* quando o cisalhaménaplicado (Rodd, Dunstan & Boger,
2000).

Em comparacdo aos valores determinados na litargiar espalhamento de luz
dindmico, a c* da amostra Xc 06 apresentou valarangque os apresentados por Southwick,
Jamieson e Blackwell (1982); Tinland, Maret e Ra@{1990). Esta diferenca nos valores
deve-se ao fato de que estes autores utilizararodolegias diferentes da aplicada neste
estudo para determinacao de c*, as quais foramséagpanteriormente. Entretanto, o valor de
c* para a Xc 06 estd na mesma ordem de grandezasquelores apresentados por Rodd,
Dunstan e Boger (2000) e Rodd al (2001), obtidos utilizando a mesma metodologia
empregada no presente estudo. A concentracaaalgi@gregacao, c**, também apresentou
valor na mesma ordem de grandeza que os valo@dositna literatura determinados por
DLS.
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Tabela 1
Valores das concentragdes criticas de sobrepogitfe de agregacao (c**) para solugdes de

xantana, citados na literatura.

Autores Técnica c* (gD c** (g.L ™)
Southwick, Jamieson & Blackwell 1,15x10" (calculado) L
DLS 7,0x10

(1982) 1,25x10" (observado)
Tinland, Maret & Rinaudo (1990) DLS 4,0x10
Rodd, Dunstan & Boger (2000) DLS 5,054.0 7,0x10"
Roddet al.(2001) DLS 6,0x18
Nash, Pinder, Hemar & Singh, (2002) DLS 6,0x10
Cuvelier & Launay (1986) Reologia 3,0x10 1,1

_ ) 1,26 (nativa) 6,0 (nativa)
Milas et al (1990) Reologia

1,0 (renaturada) 7,8 (renaturada)

Meyeret al (1993) Reologia 2,0
Esquenet & Buhler (2002) Reologia 6,25%10

A Fig. 5 apresenta a curva do coeficiente de difesé funcéo da concentracéo para a
amostra de clairana. Observou-se nesta curva uana@variacdo dos valores do coeficiente
de difusédo, o que representa um comportamento rdifécenciado daquele proposto na Fig.
1. Deste modo, ndo foi possivel determinar as curaghes criticas c* e c** para a clairana,

utilizando o método proposto.

w & oo
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Fig. 5. Determinacgéo de c*e c** por medidas do miefite de difusdo em funcéo da

concentracdo para a clairana.
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3.2. Avaliacdo das Curvas de Distribuicao dos Tesm® Relaxacgéo.

O tempo de relaxacéo ou o tempo de correlacaoapaipdade representa o tempo de
decaimento caracteristico da propriedade (Bernedia, 2000) e é igual a 1/H@nde D é
o coeficiente de difuséo e q é o vetor de espalhame

Na técnica de espalhamento dinamico de luz é safpigoo processo de difusdo
translacional de uma particula depende de seu tamato é, particulas grandes apresentam
baixa velocidade de difusdo e, particulas pequapassentam alta velocidade de difusao.
Deste modo, as diferentes classes de tamanho tieufss presentes em uma amostra vao
gerar diferentes classes do processo de difusdes Eiferentes processos de difuséao
correspondem a uma determinada percentagem decupastipresentes na solucédo e,
apresentam tempos de relaxacao distintos. Dest®e,nfmdavaliado o efeito da variacdo da
concentracdo das solucdes dos biopolimeros soliestaibuicdes dos tempos de relaxagao
(DTR) baseada na intensidade de luz espalhada.

A Fig. 6 apresenta a distribuicdo de tempos deaelo em funcao da intensidade da
luz espalhada, para varias concentracdes, da anuesgjoma tara.

Foi observado que, a cada regime de concentragéesponde um diferente nimero
de modos na distribuicdo de tempos de relaxag@oej® regime concentrado apresenta uma
distribuicdo de tempos de relaxacdo trimodal; amegsemidiluido apresenta distribuicdo
bimodal, enquanto o regime diluido apresenta umstilgliicio monomodal de tempos de
relaxacao.

Observou-se que, em cada regime de concentracéugdo da concentracdo da
solugédo levou a um alargamento dos modos preser@escurvas de distribuicdo e a
aproximacédo entre esses modos. Essa aproximag&oosninodos progrediu até que ocorreu
a supressao de um destes modos. A concentracamhasta supressdo ocorreu corresponde
a passagem por uma concentracao critica. A passageras para dois modos de tempos de
relaxacao corresponde a concentracédo de agregataenquanto, a passagem de dois para
um modo corresponde a concentracdo de sobrepostcéo,
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Fig. 6. Intensidade da luz espalhada em funcadetogos de relaxacao para a tara nos
regimes: (A) concentrado, (B) semidiluido e (Cyitlb.

Realizou-se a andlise das distribuigcbes do tempeldeacéo para a amostra de Xc 06.
Estes resultados sédo apresentados na Fig. 7, sraaremportamento descrito para a goma
tara foi verificado para a amostra Xc 06.

Southwick, Jamieson e Blackwell (1982) relatarame gsolucbes com baixa
concentracdo de xantana apresentaram modo de tdmpelaxacdo monomodal e em
concentracbes acima da c** apresentaram comportamdnmodal. Este mesmo
comportamento foi descrito por Nashal, (2002) e Esquenet e Buhler (2002).
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Fig. 7. Intensidade da luz espalhada em funcadeshogos de relaxacédo para a Xc 06 nos

regimes (A) concentrado, (B) semidiluido e (C) iditu

Observou-se que as concentracdes de sobreposité®,ct*, determinadas por
distribuicdo dos tempos de relaxacdo correspondegp@acentracdes de sobreposicédo e de
agregacdo determinadas através das curvas do iepefide difusdo translacionaersus
concentracdo, apresentadas nas Figs. 3 e 4, panaostras de goma tara e Xc 06. Em funcéo
disso, propde-se que a avaliacado das curvas dedo$sam ser usadas como uma ferramenta
alternativa na avaliacdo das curvas do coeficidatdifusdo translacional na determinacéo de
c* e c**.

Para testar esta proposta, aplicou-se o0 métodoltedd experimento com a clairana,
cujo resultado de c* e c** ndo pode ser obtido pelaliacdo da curva do coeficiente de
difusao translacionalersusconcentracéo.

A Fig. 8 apresenta as distribuicfes de tempos ldgagioversusconcentracao para a

amostra de clairana, separadas de acordo com amamenodos de relaxacdo. Observou-se
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que, as supressdes de modos de relaxacdo ocorr@antoncentracdes 4,13APLY,
correspondendo a c** e na 4,7%HL?, correspondendo a c*. A partir desses resultados,
foram definidos os intervalos para os trés regigesoncentracdo para a clairana. Deste
modo, consideramos que a solucdo esta em regimidaliém c < 4,7xI8y.L ™, semidiluido

em 4,7x10g.L™* < ¢ < 4,1x1Fg.L™" e concentrado quando ¢ > 4,1%30 ™.

A curva de DTR apresenta os diferentes modos @xaeho, 0os quais representam
diferentes valores de coeficientes de difusdo.sEgtdores sao representados na curva de
coeficiente difusd@ersusconcentracdo por um unico valor de difusdo médibl&Z caso da
clairana, as curvas de DTR levam a valores de a@bfumédio Z, para diferentes
concentracdes, que oscilam em torno de um valotraderpor este motivo a curva do

coeficiente de difus@eersusconcentracdo nao foi similar ao modelo tedricqppsto.
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Fig. 8. Intensidade da luz espalhada em funcadesogos de relaxacéo para a clairana nos
regimes (A) concentrado, (B) semidiluido e (C) iditu
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4. Conclusao

Os valores para as concentragfes criticas de ssi¢ép, c*, e de agregacao, c**, as
quais definem os limites dos regimes dinamicosaeentracao, foram determinados para as
solucbes dos biopolimeros xantana e tara, util@gancha curva teorica proposta para
descrever o comportamento do coeficiente de difus@mslacional em funcdo da
concentracdo determinado por retro-espalhamento.

As curvas de Distribuicdo dos Tempos de Relaxagdia @s diversas concentracdes
preparadas apresentaram mudancas no numero de rdeddstribuicdo em valores de
concentracdo coincidentes com os valores de c*,esaferindo um método alternativo para
a determinacao destes valores.

A aplicacdo da metodologia de analise dos modoslistebuicdo dos tempos de
relaxacdo (DTR) permitiu determinar as concentragd#icas c* e ¢c** mesmo no caso em
que a curva do coeficiente de difusédo translacienafuncdo da concentracdo ndo pode ser
comparada a curva tedrica proposta.

Os resultados obtidos para as concentracdes depssizdo e agregacdo dos
biopolimeros Xc 06 e goma tara apresentaram vasimakares. A clairana apresentou valores
menores para as concentragdes criticas em comparagéa xantana e goma tara. Os valores
das concentracdes criticas determinados por espaitta de luz foram menores que o0s
valores apresentados pela literatura, quando deiados por analises reoldgicas. Para a
xantana os valores foram condizentes com os apaelenna literatura utilizando a mesma

técnica.
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Resumo

O comportamento das propriedades dinamicas doslbiogros xantana, clairana e tara, em
funcdo da concentracdo das solucdes, foi analisilitando a técnica de espalhamento de
luz dindmico. Através das curvas do coeficienteaeelacdoversustempo foram obtidas as
distribuic6es de tamanho por intensidade, os fadr®dinAmicos e o indice de polidisperséo.
Os parametros analisados apresentaram dependéociarelacdo a concentracdo das
solugcbes. Conforme a concentracdo das solucOessagumumentou, a distribuicdo de
tamanhos por intensidade passou de um comportameariomodal para bi e trimodal. Este
comportamento foi atribuido a presenca de moddsdate difusdo translacional ocasionados
pela formagcdo de aglomerados de particulas. O \ddoraio hidrodindmico apresentou
variacao, pois, os aglomerados formados com o aemEnconcentracao apresentaram raio
hidrodindmico superior ao raio das particulas elucées diluidas. O indice de polidisperséo
aumentou com o aumento da concentracdo das soludéddo ao surgimento de novos
picos, enquanto a largura dos picos de distribuliggtamanho diminuiu.

Palavras-chave: polissacarideos, raio hidrodindndistribuicdo de tamanhos, concentracao,

espalhamento de luz dinamico.

1. Introducéo
No Brasil, as pesquisas na area de polimeros istotgetivam a descoberta,
producdo, caracterizacdo e aplicacdo destes. Egeng®stes trabalhos sdo os estudos

realizados com as galactomananas extraidas dasitesi@aesalpinia pulcherrima Cassia
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javanica (Andradeet al, 1999), o polissacarideGhicha (Brito et al, 2005), a goma de
cajueiro (Silvaet al, 2006), a xantana sintetizada pela bactéeaathomonas arboricolgv
pruni (Moreiraet al, 2001) e a clairana, oriunda da bact®&jerinckiasp. (Moreiraet al,
2005).

As aplicacbes desses polissacarideos ocorrem eradesrtipos de segmentos
industriais, os quais exploram a capacidade ques egiresentam de alterar as propriedades
reolégicas do solvente em que s&o dissolvidos.sEjado também que as suas propriedades
hidrodindmicas sejam estaveis em ampla faixa desplhidade e temperatura, como ocorre
com as solugbes de xantana. Porém, sabe-se quepestaiedades sdo dependentes da
concentracao da solugao.

Em aplicacdes onde, durante o processo, ocorrdagéia de concentracao da solucao,
como no caso dos fluidos utilizados na perfuragéigpatos de petrdleo, torna-se necessario
conhecer as variagcdes nas propriedades hidrodin@rosmm a concentracdo de biopolimero
na solucéo.

A dinamica de dispersdes coloidais tem sido objd® intensas pesquisas,
principalmente por espalhamento de luz, nas Ultichess décadas (Southwiek al, 1979;
Coviello et al, 1987; Milas, Reed & Printz, 1996; Norwood, Benmau& Reed, 1996;
Huang, Kakuda & Cui, 2001; Kaszubgtal, 2007).

Segundo Lucas, Soares e Monteiro (2001), a caistitea mais importante para 0s
polimeros € o seu tamanho molecular. Este tamantle per expresso pelas propriedades
hidrodinamicas que apresentam em solucdo. Um déspéros utilizados para tal finalidade
€ a viscosidade intrinseca, a qual ndo é um par@meilecular novo, pois Einstein (1906,
apud Salinas, 2005) ja havia considerado esta yraea suspensdo de particulas esféricas.
Multiplicando a viscosidade intrinseca pela con@a@o da solugcdo (g]) obtemos outro
parametro, o qual se refere ao volume total ocugmelos novelos poliméricos, isto €, a
medida da fracdo, em volume, do polimero presemtlucdo. Atualmente, tem-se utilizado
0 parametro raio hidrodindmico para se expressarvetume (Rodet al, 2001; Esquenet &
Buhler, 2002; Golet al, 2006). Este parametro é obtido pela analise m@mica de difusao
das particulas em uma solucéo utilizando a tédeaspalhamento de luz dinamico.

Além do raio hidrodinamico, utilizando esta téeni®btém-se a distribuicdo de
tamanho das particulas na solu¢cdo em termos desidégle da luz espalhada e em volume
ocupado (Huang; Kakuda; Cui, 2001; Kaszebal, 2007). Estas distribuicbes de tamanho



72

tém sido analisadas também através da taxa denumuai do coeficiente de correlacdo da
intensidade de luz espalhada pelas particulasmiessea solugcdo (Narayanahal, 2002;
Nashet al, 2002; Gotet al, 2006).

Esta técnica tem sido empregada na area de biogrolé com diversas finalidades,
tais como: avaliagdo do processo de gelatinizalgacaanaret al, 2002), investigacdo em
misturas (Naslet al, 2002), verificacdo da estabilidade de emulsdesug, Kakuda & Cui,
2001), comportamento dos processos de agregacgoeiiet & Buhler, 2002), conhecimento
das propriedades de novos biopolimeros (€oal, 2006) bem como na caracterizacdo das
propriedades dindmicas de biopolimeros utilizaddsistrialmente (Rodd, Dunstan & Boger,
2000; Rodckt al, 2001).

Ja esta estabelecido que a concentracdo de poldesempenha um importante papel
no comportamento do fluxo da solucdo. Em solucdlesdds, as moléculas individuais de
polimero estdo na forma de novelos isolados enquaas solu¢des concentradas o volume
hidrodindmico total das cadeias individuais podeeder o volume da solugéo (Chamberlain
& Rao, 2000), isto &, as interacdes intermolecslaiterem umas das outras, resultando em
modificagcdes no comportamento do fluxo da solug@®ste modo, o estudo do efeito da
concentracdo das solucbes dos biopolimeros xarf¥m#®6), clairana e tara sobre o raio
hidrodindmico, o indice de polidispersdo e a disigdo de tamanhos foi realizado e é
apresentado no presente trabalho.

Teoria sobre espalhamento de luz dinamico (DLS)

O espalhamento de luz dindmico € uma técnica paemaxterizacdo do tamanho de
dispersdes coloidais que utiliza a iluminacdo de wuspensao de particulas ou moléculas
que estdo sob movimento Browniano por um feixeaderl (Pecora, 1985; ISSO 13321, 1996;
Peters, 2000). As flutuacbes tempo-dependentesntemsidade da luz espalhada sé&o
analisadas usando um correlacionadaut@correlatof), o qual determina a funcdo de
autocorrelacao do sinal. A funcéo de correlacasidal (G) decai com uma taxa exponencial
que é dependente da difusdo das particulas que sstélo medidas (Pecora, 1985; ISO
13321, 1996), de acordo com a Equacéo 1:

G= j |(t) (t +7)dt =B+ A 200" Equagdo 1
0
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onde B € a linha de base, A é a amplitude e Daeficiente de difusado translacional. O vetor
de espalhamento de luz (q) é definido pela Equac¢a@baixo, onde fi é o indice de refracéo
do solvente)o € o comprimento do laser no vacué € o angulo de espalhamento.

A 9}
q=——sen—
A, (2

Equacéo 2

A velocidade do movimento Browniano das particuidagnedida em termos do
coeficiente de difusdo translacional. Este codifieale difusdo pode ser convertido em raio
hidrodinamico (R) usando a equacéo de Stokes-Einstein, apresemdatauacao 3.

Ry :67kv7—TD Equacéo 3
onde k é a constante de Boltzmann, T é a temparatpé a viscosidade do solvente.

A média Z do raio hidrodinamicd (@average R) € obtida a partir da média ponderada
da intensidade da luz espalhada (Malvern Instrugn&BXT, 2005). Por definicdo, o raio
obtido a partir do coeficiente de difusdo translaal € o de uma esfera sélida hipotética, a
qual possui a mesma velocidade de difusdo que tcuydar analisada. Na pratica, as
macromoléculas em solugdo ndo se apresentam na fdenesferas solidasgn-draining
conditiony, e sim de novelos aleatérios em continuo movimerdntendo solvente em seu
interior free draining conditions Deste modo, o raio hidrodindmico calculado ipdo
coeficiente de difusdo é indicativo do tamanho expigrda particula analisada.

O limite inferior de tamanho de particula medigtaptécnica de espalhamento de luz
depende da quantidade de excesso de luz espaltmatiezido. Este excesso € a diferenca em
espalhamento entre a molécula ou particula quesestio estudada e do dispersante no qual
foi preparada a solucdo. Isto depende de variasefttais como o indice de refracdo da
molécula e do dispersante, a concentracdo da amaghoténcia e comprimento de onda do
laser utilizado, a sensibilidade do detector e afigoracdo Optica do instrumento.
Inevitavelmente, quanto menor for o tamanho daiqda menor sera a quantidade de luz
espalhada em excesso (Kaszuba, 2007).

Os equipamentos convencionais de espalhamentozddiiamico utilizam deteccao
em angulo de 90° e esta configuracdo optica ndenéivel o suficiente para medidas de
particulas pequenas, mesmo com a utilizacdo de pegente em menor comprimento de
onda. Uma configuracdo que permite a medida de tamsosm baixas concentracdes de

particulas de tamanho pequeno € a deteccao deesgtathamento. No retro-espalhamento
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em 173° o volume de espalhamento observado notdett@umentado em oito vezes em
comparacdo ao volume de espalhamento da configurépéica cldssica de 90°. Este
resultado € um aumento em oito vezes na detecctxaae contagemagdunt rate), o qual

é diretamente correlacionado com a sensibilidadenstoumento ou a habilidade de medir
particulas de pequeno tamanho em baixas conceesragbsta configuragdo Optica,
apresentada na Fig. 1, fornece uma sensibilidacepeional que € necessaria para a medida

de nanoparticulas e moléculas em baixas conceesdB@szubat al, 2007).

Lazer | ‘

Atenuador

@De{edor
- Correlacionador

Célula

Fig. 1 — Configuracao Optica do equipamento Zetadilano ZS (Malvern Ldt., UK)
para medidas de espalhamento de luz dinamico porespalhamento (173°). Fonte:

Malvern Instruments Ldt, 2005.

2. Materiais e Métodos

2.1 Biopolimeros

A amostra de xantana foi sintetizada pela bactéaathomonas arboricol@v pruni
cepa 06, fornecida pelo Centro de Pesquisa AgrépeciClima Temperado (CPACT-
EMBRAPA), localizado na cidade de Pelotas (Rio @eado Sul, Brasil). Neste trabalho, a
xantana obtidas pela bactéanthomonas arboricol@av pruni cepas 06 sera denominada de
Xc 06. A amostra de clairana foi sintetizada cobaetériaBeijerinckiasp. cepa 7070 a qual
foi isolada do solo canavieiro do municipio de R#ée Preto (Sdo Paulo, Brasil) por
Vendruscolo (1995).
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A bactériaXanthomonas arboricolgv pruni foi mantida por repiques mensais em
meio YM (Hayne<t al, 1955) e armazenada a 4°C, de acordo com Muralei I(1989). A
bactériaBeijerinckia sp. foi mantida liofilizada em ampolas. Nesse ess0, a suspensao
bacteriana, com 1x1b UFC/mL, acrescida de crioprotetor, foi conservadeavés da
dessecacao a pressodes sub-atmosféricas. Aposaraloker ampola, a bactéria foi mantida por
repiques mensais em meio YM (Hayretsal, 1955) e armazenada a 4°C, de acordo com
Muro e Luchi (1989).

A producédo de células foi realizada em meio YM drascos foram incubados em
agitador orbital (New Brunswick, Scientific, modelimnova 4230). A concentracao
microbiana ap0s este periodo foi estimada atravgdadjueamento de diluicbes em série. Os
indculos continham aproximadamente 2%10FC.mL*, conforme recomendado por Pan,
Moreira e Vendruscolo (2000). A producéo dos biopetos foi realizada em biorreator de
bancada (B. Braun Biotech. Inc., modelo Biostatifdjzando vaso de 10L.

No processo pés-fermentativo foi realizada a cewgfaicdo (Sorvall Instruments RC-
5C) a 16.009 durante 45 minutos. Ao sobrenadante foi adicionatimol 96°GL na
proporcdo de 1:4. Apos, foram secos em estufa € ®6friturados em moinho de disco
(Fritsch, Pulverisette).

A goma tara foi fabricada pela empresa Exportaddr&ol (Pert) e distribuida no
Brasil pela empresa Metachem Industrial e Cometdidh, a qual forneceu a amostra para

este trabalho.

2.2 Preparo das solucdes

As trés amostras de biopolimeros para a analisesgalhamento de luz dinamico
foram preparadas por solubilizacdo em agua deatéadkionizada em concentracéo de %g.L
com 1x10°g.L™" de azida sédica, em agitador magnético por 1&shar56C. A clarificacdo
das amostras foi realizada por filtracdo em menawale ésteres mistos de nitrato e acetato
de celulose (Millipore — Millipore Corporation) cotamanho de poro variando de |30 a
0,45um, sob pressédo controlada. A concentracdo final stdscdes foi verificada por
gravimetria. A partir da solugdo estoque, foramparadas diluigbes, utilizando o mesmo
solvente sob agitacdo magnética por uma hora ezarmaa por 16 horas sob refrigeracao.
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2.3 Espalhamento de Luz Dinamico

Espalhamento de luz dinamico (DLS) é uma técnicapafiturbativa usada para medir
o coeficiente de difusdo de moléculas em soluca@o€iiciente de difusdo, o qual tem
dimensées de (comprimenttmpo, é uma medida média da trajetéria difusiateauma
molécula individual.

As medidas de espalhamento de luz foram realizatihsando o analisador de
tamanho de particulas Malvern Nanosizer ZS (Malestruments Ltd., UK). As amostras
foram analisadas em cubeta de vidro com, pelo mennso repeticdes para verificar a
repetibilidade. Todas as analises foram realizad@5°C. O angulo de deteccdo da luz
espalhada foi de 173denominado de retro-espalhamento. O Nanosizent#i$a um laser
He-Ne de 4mW, operando em um comprimento de okglaé 633nm.

A viscosidade do solvente (dgua destilada e deadaizé 0,8872mPa.s e o indice de
refracdo (RI) é 1,330. A viscosidade das amostreadsumida como 0,8872mPa.s, o indice
de refracéo (RI) como 1,330 e a absorcéo (luz alssopelas particulas na dispersdo) com o
valor de 0,001.

Os dados obtidos foram analisados utilizanddigpersion Technology Software 5.00
(Malvern Instruments Ltd., UK). Os valores de rhidrodinamico (R) médio das particulas
(Z-averagé e do indice de polidispersdo (PDI) foram calcotad partir da analise por
cumulantes, conforme definido na 1SO13321 (1996)distribuicdo de intensidade das
particulas por tamanho foi obtida pela andliseutigdo de correlagdo de tempo utilizando o
método CONTIN (Provencher, 1979; Provencher, 1982)al utiliza a transformada inversa
de Laplace da funcéo de correlacdo. Este métodoofaiderado como padrdo para analises
de espalhamento de luz dinamico (Berne & Peco@0)2@ atualmente tem sido utilizado por
diversos pesquisadores (Rodd, Dunstan & Boger,;2088het al, 2002; Esquenet & Buhler,
2002). A conversdo da 'distribuicdo de tamanho pagiculas por intensidade' para
'distribuicdo de tamanho das particulas por voluimierealizada utilizando o método de

Rayleigh-Gans-Debye, disponibilizado no programartaise utilizado

3. Resultados e Discussoes
A andlise do correlograma de uma medida fornedeaminformacdes sobre a amostra
analisada. O tempo em que o sinal de correlacé@iaio seu decaimento € um indicativo do

tamanho médio das particulas. Uma curva de dectomesm inclinacdo acentuada é
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caracteristica de amostras monodispersas, invensamema inclinacdo menos acentuada
refere-se a amostras polidispersas (Malvern IngnisnLdt, 2005). O valor do coeficiente de
correlacéo € indicativo de como os sinais de indexe obtidos em um tempo t e em um
tempo t#t estdo correlacionados. Assim, se o sinal de imtade é comparado consigo

mesmo havera uma perfeita correlacdo, a qual éaddipela unidade (1,0). A ndo correlacéo
é indicada por zero (0,0), porém, valores menouesQOjl séo indicativos de baixa qualidade
dos resultados (Kaszulkaal, 2007).

A Fig. 2 apresenta as fungdes de correlacdo abéigeartir das medidas realizadas nas
solucbes aquosas dos biopolimeros em diferentesentracdes, no Zetasizer Nano ZS,
utilizando retro-espalhamento. Foi observado que,selucbes de menor concentracao
apresentadas para os biopolimeros clairana e paesemtarem valor menor que 0,1 para o
coeficiente de correlacdo, conforme Fig. 2, (B e R)r esse motivo, ndo foram utilizadas
para obter os valores do raio hidrodinamico e dicénde polidisperséo. Isto ocorreu devido
a baixa concentracdo das amostras, o0 que faz aamenttempo de analise e
consequentemente diminuir o coeficiente de coréelac

Observamos, na Fig. 2, que os valores dos coefigsede correlacdo e os tempos de
relaxacdo diminuiram com o decréscimo da conceidralas solucdes dos biopolimeros,
portanto, mostraram-se dependentes da concenti@géautro lado, com o decréscimo da
concentracdo das solugdes, ocorreu um aumentonmopotem que o sinal de correlacao
manteve seu valor em um platd, isto é, antes dwidbd decaimento do sinal. Segundo Berne
e Pecora (1976), altos tempos de relaxacdo dadute@orrelacdo séo indicativos de menor
mobilidade das particulas. Assim, podemos conglué as particulas presentes nas solucdes
de menor concentragdo apresentam maior volumedindmmico. O fato do decaimento do
coeficiente de correlacdo ndo ser acentuado, jsiadempo entre o inicio do decaimento e 0
final ser grande, mostra que as amostras apresattamolidispersdo (Malvern Instruments
Ldt, 2005).

Utilizando as curvas do coeficiente de correlagélstido para as menores

concentraces dos biopolimeros, determinou-se pdefe relaxacdo de 4B para a Xc

06 e 1x16us para a clairana e tara.
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Fig. 2 — Correlogramas obtidos para as solucéessagudos biopolimeros (A) Xc 06, (B)
clairana e (C) tara, em variadas concentracoes.

E relatado na literatura que o movimento difusiates particulas de uma amostra
pode apresentar dois modos, denominados de modifudéo lenta e rapida. Partindo desses
dados, obtém-se curvas do coeficiente de correlagésentando dois tempos caracteristicos
de decaimento, relativos aos dois modos de difusdszubaet al, (2007) verificaram tal
comportamento em solucdes de sacarose com corg@mntla 50g.L, 100g.L* e 150g.L*, e
atentaram para o fato de que a taxa de decaimenta tlestas solu¢cdes ocorreram muito
proximas a linha de base da funcdo de correlagficedoram ocasionadas devido a difusdo
coletiva de moléculas de sacarose. Tal hipéteserfginaria do aumento na amplitude da
taxa de decaimento lento com o acréscimo da carg@iat de sacarose na solucdo. Este
comportamento também foi relatado por EsquenethdeB(2002) para solucdes, em excesso

de sal, de xantana e acido hialurénico em regimecal®entracdo semidiluido. Este
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comportamento ndo foi verificado para as solu¢@esegime diluido. Os autores atribuiram
a presenca do modo lento a concentracdo das se)ysireserem maiores que c*. Nagtal.
(2002) obtiveram resultados similares e atribuisaptesenca do modo lento, nas solucdes de
xantana com concentracdo de 0,6g.e acima, a aplicacdo do método CONTIN aos
resultados das analises, o qual provoca uma sgaazia polidispersdo das amostras. Rodd,
Dunstan e Boger (2000) observaram a presenca doo neao para uma faixa de
concentracdes de solucbes de xantana, incluindg;@s em regime diluido. Porém, no
trabalho posterior, (Rodet al, 2001) apresentaram um unico modo de decaimemndoypaa
solucdo de xantana de 1,0d.l0posto aos resultados e argumentos apresentddaspod,
Benmouna e Reed (1996) e Milas, Reed e Printz {(j188&taram que o modo lento de
difusdo néo foi observado em solucbes de xanta@apdas sem adicdo de sal e em baixa
forca ibnica, com concentracéo no regime diluidmaRima solucdo de xantana 0,03gsem

sal, os pesquisadores verificaram a presenca dm erdo de difusdo, caracteristico nas
solugdes de polieletrélitos que ndo passaram popravesso adequado de filtracdo e, por
isso, mantém uma populacdo residual de agregadotulniizados e/ou outras particulas.
Devido a isto, para a mesma solucao, utilizaramafiio em membrana com poro de (Q/#2

O modo lento de difusdo nao foi detectado na andisDLS. Assim, 0s autores interpretaram
que este modo ocorreu devido a presenca de ageegeiddubilizados e/ou outras particulas,
0s quais foram removidos com sucesso da solucaftpagdo.

Michel e Reed (2000) apresentaram a origem do nhexto de difusdo através do
estudo da dissolucdo de polieletrolitos em solugipssas de forca idnica reduzida e de
forca ibnica moderada. A amostra utilizada foi di(pstireno sulfonato de sédio) (NaPSS).
As curvas de espalhamento de luz estatico multiHan(SLS) apresentadas pelos autores
mostraram que, para a solucdo aquosa do poligletafios filtracdo em poro de 08, um
pico intenso foi detectado, o qual foi interpretactomo sendo referente a presenca de
agregados. Com a diminuicdo do tamanho de poroilto para 0,22m e 0,1Qum,
observaram que a intensidade do pico diminuiu.rRppéra a solugéo salina do polieletrdlito,
apos filtracdo em poro de 08, o pico ndo foi observado, sendo este resultaeopretado
como referente a auséncia de agregados. Os agsegadogeram 0s picos observados nas
curvas de TDSLS séo os responsaveis por apresenmtado lento de difusdo na técnica de
espalhamento de luz dinamico. Utilizando DLS, pamolieletrélito em solucdo aquosa, foi

relatado que quanto menor o tamanho de poro do Gittizado menor o raio hidrodinamico e
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gue, com o passar do tempo o raio hidrodinamicondiim. Estes resultados em conjunto com
os das demais analises permitiram aos pesquisadomeblir que a presenca de modo lento
de difusdo esta relacionada a solubilizacdo deledidlito e a filtracdo da amostra.

Os regimes dinamicos de concentracao para os Ibimgros Xc 06, clairana e tara
foram determinados no trabalho anterior, e no ptesestudo serdo relacionados com o0s
resultados obtidos.

Para os biopolimeros estudados no presente tmbaghcoeficientes de correlacéo,
apresentados na Fig. 2, exibiram um Unico modcedaithento exponencial para as solu¢cdes
com concentracdo em regime diluido (c<c*), ist@®,solu¢cbes diluidas ndo apresentaram
modo lento de difusdo. O modo lento de difusdo dbservado para as solugdes com
concentracdo superior a c*. De acordo com o expaustoa, consideramos que a metodologia
utilizada para a solubilizacédo e clarificacdo damstras foi adequada para as analises de
DLS.

As distribuicbes de intensidade por tamanho dasicpés, obtidas a partir das
funcdes de correlacéo, foram divididas de acora eaegime de concentracdo das solucgdes.
Estas distribuicbes consistem de um numero de edasde tamanho espacadas
logaritmicamente no eixo X com a percentagem kelatie particulas, em cada classe de
tamanho, baseada na intensidade da luz espalhadeon®.

A Fig. 3 apresenta a distribuicdo de tamanhosimensidade para as amostras de
biopolimeros com concentracées no regime diluido.afostras apresentaram distribuicao
monomodal. As particulas em regime diluido de comaedo comportam-se dinamicamente
como se fossem Unicas e ndo houvesse outras pestisio €, encontram-se separadas umas

das outras de tal modo que n&o ocorre nenhum épateracdo intermolecular.
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Fig. 3 — Distribuicdo de intensidade por tamanhomaticulas para as solu¢des aquosas dos
biopolimeros (A) Xc 06, (B) clairana e (C) tara, egime diluido.

A Fig. 4 apresenta a distribuicdo de tamanhosimensidade para as amostras de
biopolimeros com concentra¢cdes no regime semidilukbi observado que as amostras
apresentaram distribuicdo bimodal, ou seja, asicpgas em solucdo apresentaram dois
coeficientes de difusdo translacional distintosvide ao aumento de concentracdo das
solugBes ndo ha espaco livre entre as particuestas acomodam-se através de interagdes
intemoleculares e contracdo molecular. Assim, sst@bservado o comportamento de um
conjunto de particulas e ndo o comportamento déecphas isoladas como no regime diluido.

O comportamento dinamico para essas solucéesgmoasplicado através do modelo
de blobs Um blob € um conjunto de segmentos de cadeia que se neoreneira coletiva,
porém o movimento de urblob ndo é correlacionado ao movimento de oudlob. O
tamanho de urblob depende do alcance das interacdes entre as cadeigpresso pelo raio
hidrodinamico gy, (De Gennes, 1976). Deste modo, observamos a geesendoivlobscom

tamanhos distintos, 0os quais originaram o compatambimodal.
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Fig. 4 — Distribuicdo de intensidade por tamanropmiaticulas para as solu¢des aquosas dos

biopolimeros (A) Xc 06, (B) clairana e (C) tara, mgime semididluido.

Para o regime concentrado os resultados sdo apades na Fig. 5. Foi observada
distribuicdo de tamanhos por intensidade trimo@abrreu a inclusdo de um segundo modo
lento de difuséo, isto é, sdo observados trésaeefes de difusdo translacional diferentes.
No regime concentrado somente ocorre maior intetpggdo entre as particulas, ndo
ocorrendo contragdo molecular. Para compreenderorap@rtamento dinamico dessas
solucdes também pode-se aplicar o modelbldles Nestas solu¢des os segmentos de cadeia
apresentam curto, medio e longo alcance, os qugigaram os trés picos na distribuicéo por
tamanhos.

Resultado semelhante ao obtido neste trabalhapi@sentado por Huang, Kakuda e
Cui (2001) no estudo da estabilidade de emulsdebidliecoloides, em dispersdes com
concentracdo de 5,0g%Lanalisando a distribuicdo de tamanho. Entre asstas estudadas,
foram analisadas xantana e goma guar. Os automeficaram que os hidrocoléides
apresentaram distribuicdo de tamanhos trimodal.
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Fig. 5 — Distribuicdo de intensidade por tamanhomaticulas para as solu¢des aquosas dos

biopolimeros (A) Xc 06, (B) clairana e (C) tara, ssgime concentrado.

A partir das curvas das funcdes de correlacdomfodeterminados o indice de
polidispersao (PDI) e os raios hidrodinamicog)(Bos picos da distribuicdo de tamanhos, de
acordo com a concentracao das solucdes dos bigroksnconforme é apresentado na Tab. 1.
Referente aos raios hidrodinamicos, sdo apresentanidensidade e a largura de cada pico da
distribuicao.

Analisando o comportamento do raio hidrodinamiesapcada um dos picos das
curvas de distribuicdo de tamanhos foi verificade @ste diminuiu com o aumento de
concentracdo. Observou-se que esta diminuicAoedationada a formacéo de particulas com
tamanhos superiores ao inicial, isto é,;odR pico um diminuiu quando ocorreu a formacéo
do segundo modo de distribuicaqy(& pico 2 > R do pico 1). Para os biopolimeros xantana
e clairana, o raio hidrodinamico das solu¢cfes aanaeas foi maior que o raio das solugcdes
semidiluidas (R do pico 3 > R do pico 2). Para a tara foi observado que o raio

hidrodindmico das solu¢cdes concentradas tambémowadscréscimo no valor do raio
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hidrodinAmico das solu¢des semidiluidas, entrefagdtas ultimas ainda mantiveram valor
superior (R do pico 2 > R do pico 3). Esta variacdo no raio hidrodinamidcefglicada por

De Gennes (1979) aplicando o modeldtidbs Segundo o autor, 0 aumento da concentracéo
da solucdo ocasiona reducdo no tamanhdldb devido ao maior numero de interacdes
intermoleculares entre as cadeias.

A intensidade dos picos diminuiu com o aumenteaaentracédo devido a formacgao
dos modos de distribuicédo bi e trimodal. A largdaa curvas de distribuicdo diminuiu com o
aumento da concentracao das solucdes.

O valor do raio hidrodindmico em solugéo diluids @mostras de polieletrdlitos, isto
€, da xantana Xc 06 e da clairana apresentartaon sahilar e a amostra de biopolimero
neutro (goma tara) apresentou valor superior. Aané&rgura do pico, em solucédo diluida,
foi apresentada pela Xc 06. A clairana e a gonsdpresentaram largura do pico em solucéo
diluida similar.

Os valores obtidos para o indice de polidisper$fdl), apresentados na Tab. 1,
diminuiram com o decréscimo da concentracdo das®&es. Estes resultados estdo de acordo
com as curvas apresentadas na Fig. 2, pois o dectrdo coeficiente de correlagéo ocorreu

de modo suave.
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Tabela 1

Polidisperséo, raio hidrodinamico, intensidaderguea dos picos de distribuicdo de tamanho obtmhra as
solucdes aquosas dos biopolimeros.

Xc 06 Pico 1 Pico 2 Pico3

A (- Ry o Largura Ry o Largura Ry o Largura
Concentragdo (g)  PDI (nm) % | (nm) (nm) % | (nm) (nm) % | (nm)
45 0,744 26,64 14,4 1,8 50,22 23,0 3,7 259,2 62,714,75
2,2 0,578 19,69 13,7 1.2 55,57 34,1 4,22 235,1 52,24,227
0,1 0,777 21,11 20,3 2,2 78,61 37,2 10,43 413,3 542, 59,43
0,04 0,624 31,31 25,9 1,897 192,0 74,1 9,5
0,03 0,425 48,15 40,5 26,51 345,5 59,5 127,5
0,01 0,451 37,78 26,4 6,355 336,2 73,6 89,67
0,004 0,478 153,3 100 84,31
0,002 0,426 96,03 100 13,35
0,0005 0,452 171,4 100 23,92

Clairana Pico 1 Pico 2 Pico3

A (- Ry o Largura Ry o Largura Ry o Largura
Concentragdo (g)  PDI (nm) % | (nm) (nm) % | (nm) (nm) % | (nm)
2,2 1,0 8,60 7,8 2,03 51,73 27,3 12,77 267,6 64,9 4,534
0.4 0,777 33,18 14,6 411 146,8 45,3 18,26 824,1 ,240 60,23
0,1 0,824 34,0 18,8 6,79 136,5 45,7 25,36 748,0 5 35, 93,63
0,09 1,00 27,29 13,9 10,90 155,3 45,2 63,2 1413 9 40, 555,8
0,04 0,771 68,25 55,3 41,65 413,4 44,7 139,7
0,01 0,519 51,59 57,9 29,75 4715 42,1 155,1
0,005 0,469 51,55 62,3 21,98 4748 37,7 127,8
0,004 0,453 168,1 100 20,01
0,002 0,404 97,67 100 63,9
0,001 0,317 104,7 100 52,98

Tara Pico 1 Pico 2 Pico3

5 (g Ry o Largura Ry o Largura Ry 0 Largura
Concentracgdo (g) PDI (nm) % | (nm) (nm) % | (nm) (nm) % | (nm)
55 0,807 22,28 49,3 15,05 575,0 20,2 122,4 143,0 053 56,34
35 0,855 23,7 46,2 15,47 538,1 32,3 1115 1110 621 3544
19 0,827 32,12 41,0 20,93 1232 12,1 338,6 2775 946 1541
0,07 0,470 76,39 87,9 61,38 1470 12,1 515,4
0,04 0,514 85,2 81,9 65,78 1598 18,1 555,9
0,03 0,570 77,98 77,4 51,7 1618 22,6 565,9
0,01 0,466 82,13 100 45,76
0,006 0,351 122,2 100 66,94
0,002 0,347 128,3 100 63,39

O parametro de polidisperséo utilizado para palds€ a razdo entre a massa molar
ponderal média e a massa molar numérica méldli@/(\/ln) (Lucas, Soares & Monteiro,

2001). Este parametro esta relacionado com o irmdicegolidispersdo (PDI), calculado pelo
DLS, de acordo com a Equacao 4 (Malvern Instrumiediits 2005).

2
PDI = %—1 Equacao 4

n

Utilizando a equacao acima, foi verificado, pasasalu¢coes de menor concentracao

dos biopolimeros, que o valor de#y calculado varia entre 1,4 e 1,6. A polidisperséo d
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amostras de xantana apresentam valores tipicosydel = 2,8 (Holzwarth, 1978). Porém,
valores menores de WMy = 2,0 (Covielloet al, 1987), My/My = 1,4 (Lecourtier &
Chauventeau, 1984; Esquenet & Buhler, 2002)/N\ = 1,2 e My/My = 1,1 (Lee & Brant,
2002) séo encontrados na literatura.

Os valores do raio hidrodinamico, nas diferentescentracbes das solucdes dos
biopolimeros (Tab. 1), foram comparados com osrgalpresentes na literatura, sumarizados
na Tab. 2. Como os valores apresentados na litaraifio valores médios de raio
hidrodindmico, para poder comparar os resultad®satores de raios hidrodinamico médio
ponderados pela intensidade foram calculados, ass quo foram apresentados. O raio
hidrodindmico médio calculado para a Xc 06 apresemtlor compativel aos apresentados
por Southwicket al. (1980) para amostra de xantana comercial Kelzaic(K— Estados

Unidos da América) apds aquecimento e Coviellal. (1986) para a amostra nativa.

Tabela 2
Valores de raio hidrodindmico para solu¢des deaxemtitados na literatura.
Referéncia Técnica Solvente/Concentracdo Tratamento Ry (hm)
Southwicket al. (1979) DLS aquosa / 0,125¢"L 146
sem aquecimento 90,5
_ aquosa/ 1g.t
Southwicket al. (1980) DLS apGs aquecimento 110
4M uréia / 1g.r* 80
nativa 137,2
Covielloet al.(1986) SLS e DLS 0,1M NaCl / 1g'L desacetilada 81,5
despiruvatada 81,5
0,62N NaCl 6=30° 6=90°
Reologia e 2,29.L° 423 e
Kojima & Berryt (1988) Lo 1,3 g.L? 94 704
0,61 g.I'* 157 37,4
0,19 g.I'* 165 17,6
Rodd, Dunstan & Boger (2001) DLS 0,085M NaCl / 54.L 909nm

A diferenca no valor do {Rapresentada por Southwiek al. (1980), comparando as
amostras sem aquecimento e apos o0 aquecimentatritmiida a mudanca de conformacédo
(ordenada-desordenada) que ocorre na moléculandaneae a desagregacao entre as cadeias.
Os autores relataram que, apés o aquecimento eameshto da solucdo, as moléculas

retornaram a conformagdo ordenada de maneira memaslizada e iSSO gerou O raio



87

hidrodindmico maior. Em comparacédo com a solucéoréi@, os autores atribuiram o menor
raio hidrodinamico a eliminagcdo das ligacbes hidmg Os resultados apresentados por
Kojima e Berryt (1988) mostraram que, de acordo @outecréscimo de concentracdo das
solucdes, em angulo de deteccédo de 30°y @uRnentou, porém, em angulo de deteccéo de
90° 0 Ry diminuiu. Comparando, para a mesma faixa de caraggies, os resultados obtidos
através de analise por retro-espalhamento (17B8greou-se comportamento semelhante ao
apresentado para o angulo de 90°. Reddl. (2001) constataram que o alto valor do raio
hidrodinamico ocorreu devido a presenca de agregad@mostra. Utilizando cromatografia
de exclusédo por tamanho acoplada ao espalhamenta deulti-angulo verificaram que o
agregado era formado por aproximadamente 600 magcWA variacdo nos valores
apresentados na literatura pode ser atribuida fasenies conformacdes estruturais que a

molécula de xantana apresenta de acordo com anselwvglizado.

4. Concluséao
A partir dos resultados apresentados, foi possiwedirmar que o raio hidrodinamico,

a polidispersdo e a distribuicdo de tamanhos dogobimeros variaram de acordo com a
concentracdo das solugbes aquosas. O aumento dant@géo das solugbes ocasionou a
formagdo de agregados intermoleculares, os quassiay@ram diferentes modos de
distribuicdo de tamanhos por intensidade. Estesgagos foram formados nos regimes
semidiluido e concentrado e apresentaram raio diitBinico superior ao raio das particulas
em regime diluido. O indice de polidispersdo aumerde acordo com o aumento da
concentracdo das solugdes, uma vez que surgiraas ribstribuicdes em tamanhos maiores.

A largura dos picos de distribuicdo de tamanhosnidim com 0 aumento de concentracao.
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6 Conclusao Geral

As propriedades dinamicas e quimicas dos biopolimeros mostraram ser
dependentes das cepas bacterianas utilizadas na sintese dos biopolimeros e dos
processos fermentativos e pos-fermentativos. Esta dependéncia foi a causa das
diferencas nos resultados obtidos entre o0s biopolimeros sintetizados por
Xanthomonas arboricola pv pruni e Beijerinckia sp. As modificacdes no
comportamento das propriedades hidrodinamicas dos biopolimeros, de acordo com
a variacdo das concentracbes das solucdes, foram estabelecidas através da
determinacdo das concentragdes criticas de sobreposi¢cdo, c*, e de agregacgdo, c**.
Para as solucfes dos biopolimeros xantana e tara, as concentracdes criticas foram
determinadas utilizando uma curva telrica proposta para descrever o0
comportamento do coeficiente de difusao translacional em fungdo da concentracao,
quando analisado por retro-espalhamento. Para a clairana, as modificagbes no
comportamento das propriedades hidrodinamicas foram estabelecidas utilizando-se
as curvas de Distribuicdo dos Tempos de Relaxacdo. As duas metodologias
empregadas na determinacédo dos regimes dinamicos de concentracdo mostraram-
se adequadas, fornecendo valores concordantes com os resultados apresentados na
literatura. As alteragdes no raio hidrodinamico foram verificadas nos regimes
semidiluido e concentrado, devido a formacao de agregados intermoleculares. Estes
agregados apresentaram modo lento de difusdo, consequentemente, raio
hidrodindmico maior que o apresentado pelas particulas em regime diluido de
concentracdo. A formacdo destes agregados ocasionou aumento do indice de

polidispersao e diferentes modos de distribuicdo de tamanhos.
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