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RESUMO

MOLON, Bruna de Oliveira. Caracterizacdo durante o tempo de armazenamento
da xantana sintetizada por Xanthomonas arboricola pv. pruni modificada
guimicamente por desacetilacéo e reticulacdo. 2019. 88f. Dissertacao - Programa
de Po6s-Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A goma xantana é um biopolimero produzido a partir de Xanthomonas, por
fermentacao apartir de fonte natural. As propriedades da goma séo afetadas por sua
composicdo quimica, estrutura e massa molecular, sendo amplamente utilizada na
industria de alimentos, farmacéutica e petrolifera. Neste trabalho foram produzidas
xantanas a partir do processo fermentativo de Xanthomonas arboricolas pv pruni cepa
106 e xantana comercial (Jungbunzlauer®) utilizada como controle. A partir destas
foram realizadas as modificacbes quimicas poés-fermentativa, desacetilagdo e
reticulacdo, e foi analisado o comportamento durante o tempo de armazenamento sob
diferentes condicdes de temperatura (25 °C e 45 °C). As gomas foram caracterizadas
em relacdo as analises do rendimento do processo, teor de umidade, teor de sais, a
morfologia através das imagens de MEV e por fim caracterizagdo dos grupos
funcionais a partir do FTIR. Apds, foram analisados ao longo do periodo de
armazenamento o teor de acetil e piruvato, o grau de intumescimento e as
propriedades reoldgicas das gomas. A partir dessas andlises pode-se observar um
rendimento médio no processo de fermentagdo da xantana pruini de 11,03 g L't. Em
relacdo a modificacdo quimica, o processo de desacetilacdo para xantana pruni
apresentou baixo rendimento (58,7%) quando comparado com O processo de
desacetilacdo da xantana comercial (82,7%). JA o processo de reticulagdo com
glutaraldeido apresentou altos rendimento 90,7% para xantana pruni e 81,5% para
xantana comercial. As xantanas armazenadas a 45 °C apresentaram uma reducao
média de 60% do teor de umidade no final do armazenamento. A xantana pruni natural
apresentou elevado teor de potassio (44,2 mg g') em relagdo a xantana comercial
natural (0,8 mg g*). Através da microscopia eletronica de varredura (MEV) do p6 de
xantana, observou-se diferencas na superficie entre as xantanas naturais e
modificadas. A partir das analises de FTIR verificou-se alteracdo nos grupos
funcionais presentes nas gomas, comprovando a insercdo de novos grupamentos
ativos, devido as modificacbes quimicas pos-fermentativas que foram realizadas. A
xantana comercial natural, em sua composicao quimica apresentou elevado contetdo
de acetila (4,97%) em relacdo a xantana pruni natural (1,33%). O conteudo de piruvato
nao foi alterado com a desacetilacdo termoquimica. O comportamento do grau de
intumescimento em quase todas as xantanas, exceto para xantana pruni reticulada,
apresentaram um aumento no grau de intumescimento com o decorrer do tempo de
andlise. Para a xantana pruni reticulada, observou-se uma redugcdo no grau de
intumescimento (inferior a 40%) e na viscosidade, afirmando que a reticulagdo com
glutaraldeido afeta diretamente a solubilidade da xantana. Por fim, conclui-se que, a
viscosidade das xantanas pruni e comercial, sdo influenciadas diretamente pelas
modificacdes quimicas e pela temperatura de armazenamento.

Palavras-chave: Xantana, Modificagbes Quimicas, Temperatura, Armazenamento,
Grau de Intumescimento.



ABSTRACT

MOLON, Bruna de Oliveira. Caracterizacdo durante o tempo de armazenamento
da xantana sintetizada por Xanthomonas arboricola pv. pruni modificada
guimicamente por desacetilacéo e reticulacdo. 2019. 88f. Dissertacao - Programa
de Pos-Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Xanthan gum is a biopolymer produced from Xanthomonas by fermentation from a
natural source. The properties of gum are affected by their chemical composition,
structure and molecular mass, being widely used in the food, pharmaceutical and oil
industry. In this work were produced from the fermentation process of Xanthomonas
arboricolas pv pruni strain 106 and commercial xanthan (Jungbunzlauer®) used as
control. The post-fermentation, deacetylation and cross-linking chemical modifications
were carried out, and the behavior during the storage time under different temperature
conditions (25 °C and 45 °C) was analyzed. The gums were characterized in relation
to the analysis of the process yield, moisture content, salt content, morphology through
MEV images and finally characterization of the functional groups from the FTIR. After
that, the content of acetyl and pyruvate, the degree of swelling and the rheological
properties of the gums were analyzed during the storage period. From these analyzes
we can observe an average yield in the fermentation process of xanthan pruni of
11.03 g L'1. In relation to the chemical modification the deacetylation process for
xanthan pruni presented low yield (58.7%) when compared to the deacetylation
process of commercial xanthan (82.7%). The crosslinking process with glutaraldehyde
showed high yields of 90.7% for xanthan pruni and 81.5% for commercial xanthan. The
xanthanes stored at 45 °C showed a mean reduction of 60% of moisture content at the
end of storage. Natural pruni xanthan showed high potassium content (44.2 mg g?)
compared to natural commercial xanthan (0.8 mg g*). With the scanning electron
microscopy (SEM) of the xanthan powder, surface differences between the natural and
modified xanthans were observed. From the analyzes of FTIR, it was verified a change
in the functional groups present in the gums, thus proving the insertion of new active
groups, due to the post-fermentative chemical modifications that were performed. The
natural commercial xanthan in its chemical composition showed high acetyl content
(4.97%) in relation to natural pruni xanthan (1.33%). The pyruvate content was not
altered with thermochemical deacetylation. The behavior of swelling degree in almost
all xanthans, except for reticulated xanthan pruni, showed an increase of swelling
degree with the course of the analysis time. For the crosslinked xanthan pruni, a
reduction of swelling degree (less than 40%) and viscosity was observed, stating that
glutaraldehyde cross-linking directly affects the solubility of xanthan. Finally, it is
concluded that the viscosity of pruni and commercial xanthan are directly influenced
by the chemical modifications and the storage temperature.

Keywords: Xanthan, Chemical Modifications, Temperature, Storage, Swelling
degree.
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1 INTRODUCAO GERAL

A goma xantana é um polissacarideo microbiano de alto peso molecular obtidas
a partir de fonte natural, produzido em condicbes aerObicas por fermentacdo e
sintetizado por bactérias do género Xanthomonas (VIEBKE, 2004; KENNEDY et al.,
2015; SUKRITI et al., 2017). E um biopolimero complexo formado por unidades
repetitivas tendo uma cadeia principal de glicose, ligadas a cadeia lateral
trissacaridica, com duas unidades de manose e uma de acido glicurénico (GARCIA-
OCHOA et al., 2000; ABBASZADEH et al., 2015).

A goma xantana € um biopolimero solivel em agua quente e fria, e exibe
comportamento pseudoplastico. A presenca de &cido glicurénico e acido piravico,
conferem carater aniénico da goma xantana (VIEBKE, 2004; SUKRITI et al., 2017).
Xantana apresenta propriedades como, biocompatibilidade e biodegradabilidade que
o tornam visada pelas industrias de alimentos, cosméticos, téxteis e petrolifera. Além
disso, apresentam capacidade espessante, emulsionante e estabilizante, assim
tornando-se versatil devido a possibilidade de formar géis, filmes e membranas
(HAMCERENCU et al., 2007; BEJENARIU et al., 2009; SHALVIRI et al., 2010). Em
alimentos, a goma xantana é amplamente utilizada, devido as suas propriedades
reolégicas, como a viscosidade, onde mesmo em baixas concentracdes do polimero
a solucao é altamente viscosa, assim corroborando para a estabilidade da goma em
funcado do pH, temperatura e forca idnica (PETRI, 2015; RENAUD, 2005).

As caracteristicas das xantana dependem do meio de producédo, condi¢cdes
operacionais como a temperatura, pH, aeracéo, tempo de fermentacao, e da escolha
da cepa bacteriana (GARCIA-OCHOA et al., 2000). A obtencdo da xantana com
propriedades especificas e diferenciadas, pode ser realizada atravées de alteracdes no
processo de producdo ou apds sua producgdo, resultando em um biopolimero com
estrutura quimica modificada e com caracteristicas desejadas (PINTO, 2005; BORN
et al., 2002; KLAIC, 2016).

Diversas modificacbes poés-fermentativas podem ser realizadas na goma
xantana, entre elas, a desacetilagdo termoquimica, que consiste na remoc¢ao dos
grupos acetil, normalmente por processo térmico em base diluida, causando mudanca
na viscosidade das solu¢cdes aquosas de xantana e aumentando as forcas de

interagbes da goma xantana com outras gomas, tornando a molécula mais flexivel
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(JEANES; SLONEKER, 1961; JIN et al., 2015; KOOL et al., 2014; PINTO et al., 2011,
TAKO; NAKAMURA, 1985; TAKO; NAKAMURA, 1986)

Outra modificacdo quimica possivel de ser realizada € a reticulacdo ou
crosslinking, que é a interligacdo ou entrecruzamento de cadeias poliméricas, o qual
proporciona alteracdes na capacidade de intumescimento do polissacarideo e
possibilita a formacdo de hidrogéis quimicos, que podem alterar a solubilidade da
goma (BUENO et al., 2013; CURY et al., 2009; HAMCERENCU et al., 2007; JEONG
et al., 2018; LINDBLAND & ALBERTSSON, 2004; RUVALCABA et al., 2007).

. A importancia de estudar o desempenho das modificacBes quimicas, de
desacetilagcéo e de reticulagdo, assim como o comportamento do armazenamento da
xantana a diferentes temperaturas ao longo dos meses sao fatores relevantes. Estes
podem influenciar alteracbes na estrutura do polimero, composicdo quimica,
propriedades reoldgicas, bem como alteracdes na capacidade de dissolucdo do
polimero, que serdo abordados neste estudo.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Goma Xantana

A goma xantana foi o primeiro biopolimero a ser produzido em escala industrial
(ROSALAM; ENGLAND, 2006) sintetizado pela bactéria Xanthomonas campestris
NRRL B-1459, e assim, o produto tornou-se comercialmente disponivel em 1964
(BORN et al., 2002; GARCIA-OCHOA et al., 2000; SUTHERLAND, 2001). A
aprovacdao para uso alimentar foi dada nos Estados Unidos em 1969 pelo FDA (Food
and Drug Administration), em 1974 pela FAO/OMS (Food and Agriculture Organization
of the United Nations/Organizacdo Mundial da Saude (BORN et al., 2002; ROSALAM
e ENGLAND, 2006; BORN et al., 2002; GARCIA-OCHOA et al., 2000; ROCKS, 1971)

Xantana € um polissacarideo natural e um importante biopolimero industrial,
obtido a partir de bactérias do género Xanthomonas através de processo fermentativo,
sendo considerado um exopolissacarideo (EPS). A goma xantana foi descoberta na
década de 1950 pelo Northern Regional Research Laboratory (NRRL) do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (JANSSON et al., 1975; GARCIA-
OCHOA et al., 2000).
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O polissacarideo é produzido em meio contendo fontes de carbono, como a
glicose e a sacarose, fontes de nitrogénio, sais de potassio, ferro e calcio (GARCIA-
OCHOA et al., 2000). A goma € recuperada por precipitagdo com alcool isopropilico,
seca e moida. As caracteristicas, como a massa molar, viscosidade e teores de acetil
e piruvato, podem variar dependendo da fonte de nitrogénio e carbono, temperatura e
pH (VIEBKE, 2004; MILLAS e RINAUDO,1984). A producdo da goma envolve diversas
etapas, entre elas o cultivo do microrganismo, a formacé&o do indculo e a recuperacao

do biopolimero conforme pode ser observado na Figura 1.

Crescimento

Xanth&‘nonas l

Manutengao

-

H:}‘ﬂ" Biorreator == | |n6culo
! JI F nfaca
e 4| ermentagao

1

Esterilizacao

GOMA XANTANA

Figura 1. Etapas do processo produtivo de xantana. Fonte: A autora

O controle de todas as etapas do processo é essencial para garantir a
qualidade do biopolimero sintetizado, tais como o meio de cultura, as condi¢cdes de
operacédo como temperatura (25 a 34°C), pH (neutro), velocidade de agita¢cao, tempo
de fermentac&o, modo de operagéo, aeragao, as quais influenciam no crescimento do
microrganismo e por consequéncia na producao e nas propriedades da xantana obtida
(BORGES et al., 2009; GARCIA-OCHOA et al., 2000; PREICHARDT e KLAIC, 2016)
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No processo de recuperacao da xantana, é necessario a inativagdo e remocao
das células microbianas do caldo fermentativo, a precipitagdo do biopolimero,
desidratacdo, secagem e moagem do p6 como produto final. Onde, o processo deve
ser feito sem degradar o biopolimero (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Dentre as diversas espécies e patovares do género Xanthomonas, a
Xanthomonas campestris € 0 microrganismo mais comumente empregado na
producdo industrial de xantana (BECKER et al., 1998; GARCIA-OCHOA et al., 2000;
ROSELAM e ENGLAND, 2006; SUTHERLAND, 2001). Todos os organismos deste
género sao patogenos de plantas. Os patovares de Xanthomonas infectam uma
grande selecdo de plantas causando uma variedade de sintomas, como necrose,
gomose e doencas parenquimatosas vasculares nas folhas, caules ou frutos. Um
exemplo disso € a podriddo negra (black rot) em cruciferas como couve-flor, repolho
e brocolis (BORN et al., 2002; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Além da Xanthomonas campestris, a mais numerosa e abundante do género,
varios patovares de Xanthomonas campestris, particularmente, e outras espécies
Xanthomonas produzem eficientemente exopolissacarideos, dentre estes o0s
patovares phaseoli, malvacearum, carotae, citrumelo e jugladis (BECKER et al.,
1998).

Desde o inicio do ano 1999, estudos da producdo da xantana pela espécie
arboricola pv pruni, anteriormente classificada como X. campestris pv pruni vem sendo
realizados por pesquisadores do Nucleo de Biotecnologia do Centro de
Desenvolvimento Tecnoldgico da Universidade Federal de Pelotas (Pelotas/RS —
Brasil) (SOUZA; VENDRUSCOLO, 1999; ANTUNES, 2000; ANTUNES, 2003;
BORGES et al. 2009; DIAZ, 2002; MOREIRA et al., 2001; MOREIRA, 2002; BORGES;
VENDRUSCULO, 2007; PINTO, 2005; VENDRUSCOLO et al., 2000; BOROWSKI,
2011; KLAIC, 2010; KLAIC, 2016; PREICHARDT, 2009; RODRIGUES, 2010). Esses
autores estudaram a sele¢do de cepas das bactérias de Xanthomonas arboricola pv
pruni, a produtividade, bem como a otimizacdo dos parametros de fermentacdo em
escala de bancada, caracterizando a estrutura quimica e a reologia das solu¢des
aguosas dos biopolimeros sintetizados e suas possiveis aplicacoes.

Klaic, 2016, estudou a influéncia das modificagbes quimicas na xantana
produzida por Xanthomonas arboricola pv. pruni, em um Unico periodo. Entretanto,
ndo ha relatos na literatura sobre o estudo dessas modificagdes quimicas durante o

armazenamento.
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2.1.1 Composicédo quimica, estrutura e conformacao molecular

A goma xantana é um heteropolissacarideo composto por uma estrutura
priméria de unidades pentassacaridicas repetidas formadas por duas unidades de
glicose, duas unidades de manose e uma unidade de acido glicurénico (GARCIA-
OCHOA et al., 2000; SANDFORD et al., 1977, MELTON et al., 1976, ROCHEFORT e
MIDDLEMAN,1987) (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura quimica da xantana. Fonte: Adaptado de Xu et al., (2015).

A cadeia principal da xantana é semelhante a uma cadeia celulésica, formada
por duas unidades de glicose unidas por ligagdes do tipo B (1—4). A cadeia lateral
trissacaridea € composta por uma unidade de acido glicurénico entre duas unidades
de manose ligadas na posicédo do carbono terciario de residuos da segunda unidade
de glicose na cadeia principal (MORRIS, 2006, RENOU et. al., 2013). A Figura 3
apresenta a estrutura de Unica hélice e dupla hélice antiparalela da xantana.

E verificado na unidade da manose interna ligada & cadeia principal a ligacio
de um grupo acetil na posicdo C (6) e aproximadamente metade da manose terminal
contém residuo de &cido piravico ligado nas posicoes 4 e 6 (GARCIA-OCHOA et al.,
2000; JANSSON et al., 1975).
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Helice simples Dupla helice
antiparalela

Figura 3. Representacdo molecular da estrutura quimica ordenada da xantana. a) Hélice simples, b)

Dupla hélice antiparalela. Fonte: Morris, (2019)

Estudos realizados por Orentas, Sloneker & Jeanes (1963) e Cadmus et al.,
(1976) afirmaram que aproximadamente 85% de todas as unidades internas de
manose sdo acetiladas na posicéo C (6) e 30-50% de todas as unidades externas de
manose transportam um grupo piruvato ligado na posicao 4,6. Coviello et al., (2007),
relataram que o grau de substituicdo do piruvato geralmente varia entre 30-40%,
enguanto é de 60-70% para o acetil.

Hassler e Doherty (1990) estudaram a producéo de variantes da goma xantana
em Xanthomonas campestris, e relataram a presenca de acetil na manose interna e
externa. Além disso, os autores afirmaram que a remocdo do substituinte acetil na
manose influencia as propriedades da xantana, alterando assim a viscosidade do
polimero.

O teor de substituintes de acetila e piruvato do polissacarideo sao fatores
influenciados pela cepa bacteriana e pelas mudancas nas condi¢cbes de fermentacao
(BRADSHAW et.al., 1983; ROCHEFORT e MIDDLEMAN,1987; SMITH et al., 1981;
FLORES CANDIA e DECKWER, 1999; HASSLER e DOHERTY, 1990), como

demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Teores de acetila e piruvato de diferentes xantanas sintetizadas por diferentes géneros da

bactéria Xanthomonas

Bactéria Teor de Teor de Referéncia
acetil (%) piruvato (%)

Xanthomonas 0,41 0,38 Bueno e Petri, 2014
campestres

Xanthomonas 51-6,2 2,2-6,5 Erten et al., 2014
campestres

Xanthomonas 5,79 3,70 Kool et at., 2013
campestres

Xanthomonas 1,9-6,0 1,0-5,7 Garcia-Ochoa et al.,
campestres 2000

Xanthomonas 45 4.4 Shatwell et al.,1990

campestris pv
campestris 646 (ATCC
13951)

Xanthomonas 1,3 3,6 Shatwell et al.,1990
campestris pv
campestris 646 (ATCC
13951), desacetilada

Xanthomonas 7,7 1,7 Shatwell et al.,1990
campestris pv phaseoli
1128

Xanthomonas 1,6 6,0 Shatwell et al.,1990
campestris pv phaseoli
556

Xanthomonas arboricola 2,39 1,52 Klaic et al., 2016
pv pruni cepa 101

Xanthomonas arboricola 1,81 — 3,78 0,86 Borges et al., 2009
pv pruni cepa 106

Xanthomonas arboricola 2,76 2,48 Oliveira et al., 2013
pv pruni cepa 06

Xanthomonas arboricola 3,29 3,34 Oliveira et al., 2013
pV pruni cepa 82

A presenca de substituintes acetil confere estabilidade para a conformacao
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helicoidal (RENOU et. al., 2013), enquanto os grupos piruvato desestabilizam a
conformacao helicoidal (SANDFORD et al.,, 1977, SHATWELL et al., 1990). A
caracteristica polieletrolitica anidénica do polissacarideo € devida a presenca de grupos
acetil e piruvato (RICHARDSON e ROSS-MURPHY, 1987, RENOU et. al, 2013).

Estudos realizados por Kool et al., (2013 e 2014) mostraram que a unidade da
manose externa também pode ser acetilada (Figura 4), através do estudo sobre a
influéncia das seis diferentes unidades repetitivas da molécula de xantana que
demonstrou cerca de 5-20% de todas as cadeias laterais de xantana sé@o acetiladas
nas unidades externas de manose e 66 - 88% das unidades de manose externa
possuem grupo piruvato e relataram que o grau de substituicdo da manose externa e
arelacao do acetil e piruvato séo influenciados pelas condi¢des de producédo. O estudo
realizado por Kool et al., (2013) afirmaram que amostras de xantanas com similares
composi¢cdes moleculares podem apresentar diferencas nas propor¢cdes de unidades
de repeticdo de xantana que afetam a composicao de sua estrutura.

CH,0H CH,0H
0 0
R,= H or COCH, J"/m/"w
HO n
RR,=H ot on
or _
~ /COO CH,0R, 0
RR,;= C 0
e \CHs HO
or HO
R,= H; R, = COCH,

Figura 4. Unidade de repeticdo da xantana com os diferentes substituintes. Fonte: Adaptado de Kool
et al., (2014)

A xantana comercial em solugdo aquosa apresenta uma conformacgao
helicoidal de dupla fita com uma transicdo de ordem (hélice) e desordem (espiral) em
mudancas de temperatura, forca idnica, pH (LIU e NORISUYE 1988; MATSUDA et al.,
2009; CAPRON et al., 1997; MILAS et al., 1996), adicdo de sal e concentracao da
goma (GARCIA-OCHOA e CASAS, 1994) e também no contetido de acetila e piruvato
(SMITH et al., 1981, HOLZWARTH GEORGE, 1981).
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Os estudos recentes desenvolvidos por Moffat et al., (2016) utilizando
microscopia de forga atbmica mostraram as estruturas longas e estendidas da xantana
em dupla hélice, isto €, diméricas, onde observa-se na figura indicada com a seta a
presenca um pequeno trecho de estrutura ordenada em duas vertentes, e no canto
superior direito a separagdo em duas cadeias desordenadas no final de uma

sequéncia ordenada, conforme ilustrado na Figura 5.
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Figura 5. Imagem de microscopia de forca atdmica de xantana. A seta evidencia um pequeno trecho
de estrutura ordenada em duas vertentes e no canto superior direito é evidenciada a separagdo em

duas cadeias desordenadas no final de uma sequéncia ordenada. Fonte: Moffat et al., (2016).

A molécula de xantana pode sofrer uma transicdo conformacional de dupla
hélice para um espiral flexivel desordenada, seja aumentando a temperatura acima
da temperatura de transicdo conformacional (Tm ~ 50 °C) ou diminuindo a salinidade
da solugcéo (CALLET et al., 1989; CAPRON et al., 1997; MILAS et al., 1996; GULREZ
et al., 2012).

E quando a estrutura desordenada sofre um aquecimento prolongado, acima
de 2 horas a temperatura elevadas, ocorre a degradacéo da xantana, ocasionando a

diminuicdo no tamanho molecular e perda na viscosidade da solucéo, evidenciando
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gue a mudanca na conformagédo da xantana altera a massa molar (CAPRON et al.,
1997). Existem dois tipos diferentes de conformacdo da estrutura ordenada da

Xantana, a forma nativa e renaturada (Figura 6) (GULREZ et al., 2012).
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Figura 6. Representagdo esquematica resumindo a conforma¢é@o ordem-desordem de xantana em
solucdo aquosa apresentada na literatura. Adaptado de Klaic, (2011)

Para obtencdo da xantana renaturada € necessario um aguecimento por alguns
instantes seguido de um resfriamento rapido. Acredita-se que a conformacédo
renaturada tem mais flexibilidade em sua dupla hélice do que a conformacéo nativa
(CALLET etal., 1987; CAPRON etal., 1998; MILAS et al., 1996; GULREZ et al., 2012).
A renaturacao € um processo reversivel, enquanto a desnaturacédo da xantana nativa
é irreversivel (CAPRON et al., 1997).

2.1.2 Propriedades da Xantana

A goma xantana é soluvel em agua fria e quente, e esse comportamento esta
relacionado com a natureza polieletrolitica da molécula de xantana. As solucdes de
xantana sdo altamente viscosas mesmo em baixas concentracdes de polimero, devido
ao elevado peso molecular, estrutura ramificada e interagcdes intramoleculares. As
solucbes de xantana apresentam comportamento pseudoplastico, isto é, a

viscosidade diminui com o aumento das tensdes de cisalhamento, sendo esse



24

processo reversivel (GARCIA-OCHOA et al., 2000; KATZBAUER, 1998). Essas
propriedades sd@o Uteis em muitas aplicagdes industriais, como na industria de
alimentos, onde a xantana é usada como espessante e estabilizantes de suspensdes
e emulsdes (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Os polissacarideos apresentam propriedades de modificar a reologia do meio
aquoso no qual estdo inseridos, com isso, a caracterizacao reoldgica é essencial para
avaliar as diferentes aplicacbes de um polissacarideo em sua forma natural ou
modificado (LEFEBVRE e DOUBLIER, 2004; KLAIC, 2011; GARCIA-OCHOA et al.,
2000). A viscosidade da solucdo de xantana € influenciada pela temperatura de
medicao e dissolucdo. De acordo com Diaz, (2002), viscosidades mais altas podem
ser alcancadas usando aquecimento de 60°C para solubilizacdo de amostras de
xantana durante a preparacéo das solucdes (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

O aumento na concentracéo do polimero interfere na viscosidade, pois ocorrem
interagcOes intermoleculares que afetam a dimensdo da macromolécula. O meio de
producdo, as condicBes operacionais, 0 microrganismo e as modificacdes quimicas,
desacetilacdo e reticulagdo, afetam diretamente as propriedades reoldgicas
(BORGES et al., 2008; CASAS et al., 2000; KLAIC, 2016; MOREIRA, 2002).

2.1.3 Aplicacdes da goma xantana

A goma xantana tem sido largamente aplicada industrialmente, pois € um
espessante eficiente, apresentando altas taxas de viscosidade em concentragbes
muito baixas, em solucdo aquosa apresenta comportamento pseudoplastico que
auxilia na mistura, bombeamento, enchimento e vazao; possui alta estabilidade em
uma ampla faixa de pH, temperatura e forca i6nica; € estavel sob cisalhamento
durante o processamento e embalagem (PETRI, 2015).

No ambito do mercado mundial, a goma xantana, destaca-se pela relevancia
na aplicacdo em industrias alimenticias e derivados, assim como para a area de
exploracéo de petroleo e gases industriais, chegando a movimentar cerca de US$ 722
milhdes em 2016. Espera-se que a movimentagdo do mercado mundial de xantana
cresca a 5,9% de CAGR (taxa de crescimento anual composta) entre 2017-2023, até
atingir cerca de US$ 1.076 bilhdes ao final do periodo (SAHU, 2017).

O Brasil, segundo dados do Sistema de Analise das Informagfes de Comeércio
Exterior (COMEX STAT, 2018), importou 2.200 toneladas de goma xantana em 2017,
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cerca de US$ 13 milhdes, atingindo US$ 14 milhdes até o més agosto de 2018.

Atualmente, quase toda a xantana consumida no pais, é produzida pela China,

Franca, Austria e Estados Unidos.

A sacarose e 0 etanol sd0o os principais reagentes para producao e recuperacao

do biopolimero respectivamente. No Brasil sua producao € favoravel, por ser um dos

paises com maior producdo de cana-de-agucar e sua matéria prima ser transformada

em acucar e alcool. Entretanto, no Brasil ndo ha producdo de xantana em escala
industrial (PREICHARDT e KLAIC, 2016). Algumas das aplicacdes encontram-se na

Tabela 2.

Tabela 2. Aplicagbes da goma xantana.

APLICACAO EM ALIMENTOS USO EM % FUNCAO
Molhos de Salada 0,1-0,5 proporciona facil fluidez e boa aderéncia;
suspende especiarias
Bebidas 0,05-0,2 suspende a polpa da fruta
Lacticinios 0,05-0,2 inibe sinérese; estabiliza emulsdes
Coberturas 0,05-0,3 estabiliza espumas e emulsbes
APLICACOES DE CUIDADOS USO EM % FUNCAO
PESSOAIS
Pasta de dentes 0,7-1,0 proporciona facil bombeamento
Cremes e logbes 0,2-0,5 estabiliza emulsdes; da consisténcia cremosa
Shampoo 0,2-0,5 controla reologia; suspende insollveis
APLICACOES INDUSTRIAIS USO EM % FUNCAO
Produtos de limpeza 0,2-0,7 proporciona boa estabilidade de pH; estende o
tempo de contato
Tintas a base de agua 0,1-0,3 controle reoldgico; estabiliza pigmentos
Industria de papel 0,1-0,2 atua como auxiliar de suspenséo e controle
reolégico,
Exploracao de petroleo 0,1-0,4 ontrole reoldgico; fornece boa estabilidade
contra sal
FARMACEUTICA USO EM % FUNCAO
Suspensfes e Emulsdes 0,1-0,5 proporciona excelente estabilidade e bom fluxo
Comprimidos 1,0-3,0 retarda liberagédo de drogas
Pastilhas 0,3-1,0 prolonga o tempo de contato de ingredientes

ativos

Fonte: JUNGBUNZLAUER (2019)
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2.2 Modificacdo quimica

A producao de xantanas com propriedades especificas e diversificadas pode
ser realizada através de modificacdes no processo de obtencéo do polimero, como na
utilizacdo de diversos meios, condicdes operacionais, selecdes de cepas,
modificacdes na estrutura da molécula, modificagdo genética e na composicdo
quimica, podendo ser realizado no produto depois de elaborado ou durante o processo
de fermentacdo do polimero (BORN et al., 2002; PINTO, 2005; KLAIC, 2016). A
utilizacdo de diferentes nutrientes limitantes no crescimento bacteriano, produz
xantana com teores de acetil e piruvato diversificados (DAVIDSON, 1978).

A instabilidade das linhagens de Xanthomonas podem resultar em uma
variacdo de massa molar do polimero, e do grau de piruvatacao e acetilacdo, que
dificultam o processo de producdo de xantana (PRADELLA, 2006). O controle do
contetdo de acetil e piruvato da xantana, por métodos quimicos, como a hidrélise
acida e alcalina sdo métodos eficazes na preparacdo de polimeros com diferentes
composicdes desses substituintes (BRADSHAW et al., 1983).

A eliminacgdo dos grupos acetil e piruvato pode ser realizada através de reacdes
quimicas (PINTO, 2005). O grupo acetil é retirado da molécula de xantana através de
diferentes métodos com a utilizacdo de meio basico (JEANES e SLONEKER, 1961).
O grupo piruvato pode ser removido submetendo o biopolimero a um meio acido,
podendo utilizar o acido oxdlico (CALLET et al.,, 1987) ou &cido trifluoroacético
(BRADSHAW et al., 1983), em temperaturas elevadas (100 °C).

Outra modificacdo eficaz na molécula de xantana € a reticulagdo, capaz de
formar géis fisicos e quimicos da goma xantana e intera¢cdes com outras gomas
(TAKO e NAKAMURA, 1985). A reticulagdo em polissacarideos promove alteracdes
nas propriedades de intumescimento para preparar hidrogéis (LINDBLAND e
ALBERTSSON, 2004; CURY et al., 2009). Diversos agentes reticulantes séo utilizados
para formar hidrogéis e tornar o polimero com diferentes propriedades de absor¢éo
de agua influenciando a solubilidade (HAMCERENCU et al., 2007; RUVALCABA et
al., 2007).

2.2.1 Desacetilagéo

A reacdo de desacetilagdo consiste na modificacdo quimica da molécula de
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xantana na qual os ligantes acetilas sdo quantitativamente substituidos da cadeia
lateral com base diluida (JEANES e SLONEKER, 1961). Através da hidrolise alcalina,
onde o grupo éster que esta ligado a a-D-manose da cadeia lateral da xantana é
deslocado pelo alcali havendo formacéao de sal e alcool (MORRISON, 1996), conforme

mostra a Figura 7.

||||||

Figura 7. Esquema representativo da reacdo de desacetilagédo, adaptado de Klaic (2016).

Jeanes e Sloneker (1961), relataram o processo de desacetilacdo para
obtencdo de uma nova substancia desacetilada derivada do polissacarideo
microbiano nativo produzido por fermentacdo aerdbica pela bactéria Xanthomonas
campestris pv campestris NRRL B-1459, resultando em uma reducdo do teor de
acetila de 4,7 para 0,3%, obtendo cerca de 93,6% de remocéo dos grupos acetil.

Diversos trabalhos sdo reportados na literatura, com diferentes métodos e
bases utilizadas. Jeanes e Sloneker (1961) utilizaram uma concentracao de 0,5% de
polimero, 1% de KCI e 0,05 mol L't de KOH a 25 °C durante 2h. Tako e Nakamura
(1984) prepararam uma solugdo aquosa a 0,2% de xantana purificada, 0,01 mol L
KOH, 1 % KCI a temperatura ambiente. Callet et al., (1987) prepararam uma solucao
aquosa de xantana nativa (1 g L), 0,06 mol L't de NaOH a 56 °C durante 24h sob
agitacdo. Shatwell e Sutherland (1991) preparam uma soluc¢édo a 0,25% do polimero
purificado com 0,1 mol L'* de NH4OH a 60 °C durante 1h. obtiveram uma remocéo de
70% dos grupos acetil. Pinto (2005), trabalhou com duas concentragcbes de xantana
(0,5 e 1%), trés concentracdes de alcali (0,0025; 0,005 e 0,01 mol L), sendo utilizados
hidroxido de amonio, hidroxido de sédio e hidroxido de potassio, a 45 °C por 3h sob
agitagdo. O emprego de hidroxido de amonio na reagdo de desacetilagao
proporcionou uma melhoria de 24% na viscosidade da xantana, no entanto, a remogao
de grupos acetil € mais eficiente com a utilizacdo de hidréxido de sodio obtendo-se
uma reducédo de 81% destes grupos (PINTO, 2005).

Klaic, (2016) avaliou a influéncia do tipo de base, da temperatura e do tempo,
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utilizando uma concentracdo de base fixada em 0,01 mol L, bases utilizadas NaOH
e NH4OH, temperaturas de 45 °C e 65 °C e tempos 3 e 6 horas para proceder as
reacoes de hidrélise alcalina no polimero. Afirmou que a condicdo de 3h de reacao
com NaOH a 45 °C foi selecionada como a condi¢cdo 6tima de desacetilacdo. Esta
condicdo emprega o0 menor tempo e a menor temperatura em estudo, gerando maior
economia de energia e proporcionando maior rapidez ao processo (Klaic, 2016). Pinto
et al., (2011) afirmam que a utilizacdo do hidréxido de sédio na retirada de acetil da
cadeia da xantana é vantajoso pois proporciona um baixo custo para ser aplicado na
industria, e quando comparado com outras bases, apresenta uma capacidade maior
de remocé&o dos grupos acetil.

A desacetilacao influencia as propriedades reoldgicas da xantana e possibilita
modificacdes posteriores e interacbes com outras gomas (KLAIC, 2016; SHATWELL
e SUTHERLAND, 1991). Segundo Tako e Nakamura (1984) a xantana desacetilada
possui uma maior associagdo intermolecular do que a xantana nativa em altas
concentracfes, além disso as cadeias laterais da xantana tornam-se mais flexiveis
apos a desacetilacdo, devido ao conteudo de acetila contribuir para a associacao
intramolecular com a cadeia principal da molécula de xantana. Por outro lado, o
aumento da concentracdo aumenta a associacao intermolecular das cadeias laterais,
possibilitando a associagdo com outras gomas, como a galactomananas (TAKO e
NAKAMURA, 1985).

Segundo Renou et al., (2013), o impacto do conteudo de acetil e piruvato na
interacdo com outras gomas esta relacionado a sua respectiva influéncia na
estabilidade da xantana, ou seja, a reducéo do contetdo de acetil promove a reducdo
da estabilidade da hélice e, assim, uma quantidade maior de segmentos

desordenados se tornam disponiveis a interagir com outras gomas.

2.2.2 Reticulacao

A reticulagdo de polimeros € um processo que ocorre quando cadeias
poliméricas lineares ou ramificadas séo interligadas. Esse processo também é
conhecido como crosslinking ou ligacdo cruzada, ou seja, ligacdes entre moléculas
lineares produzindo polimeros tridimensionais com alta massa molar. A utilidade dos
polimeros de carboidratos solliveis em &agua, depende das suas propriedades

funcionais: capacidade de modificar as propriedades dos ambientes aquosos que é a
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possibilidade de espessar, emulsionar, estabilizar, flocular, inchar e suspender ou
formar géis, filmes e membranas (HAMCERENCU et al., 2007). Um possivel

mecanismo de reticulacéo utilizando o agente glutaraldeido que esta representado na

Figura 8.
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Figura 8. Esquema representativo da reagdo de reticulagdo com glutaraldeido (KLAIC, 2016).

A goma xantana é capaz de formar géis fisicos e quimicos. Géis fisicos sao
formados por solu¢des concentradas de polissacarideos, por aguecimento ou diluicéo,
sdo facilmente solubilizados em solucdo aquosa, sao instaveis e reversiveis
(HAMCERENCU et al., 2007). Segundo Ruvalcaba et al., (2007) a goma xantana ndo
forma um gel rigido por si s6, mas produz um gel fisico termorreversivel quando
misturado com goma de alfarroba, goma de tara e quitosana.

Géis quimicos sao formados através da utilizacdo de agentes reticulantes para
formar uma rede tridimensional de material capaz de absorver 4gua, mas ainda assim
permanecer insolivel (HAMCERENCU et al., 2007; RUVALCABA et al., 2007).

Xantana e quitosana sao polimeros com grupos potencialmente ionizaveis.
Ruvalcaba et al., (2007), estudaram a preparacédo de géis de quitosana reticulada néo
covalente e xantana, e afirmaram que quando dois polieletrélitos de carga oposta sao
misturados em uma solucdo aquosa, um complexo polieletrolitico € formado por
atracdo eletrostatica, e sdo altamente hidrofilicos e formam sistemas altamente
inchados na agua.

Diversos agentes reticulantes de polissacarideos sdo reportados na literatura.
Reticulagdo de xantana com a di-hidrazida de &cido adipico (ADH), soluvel em agua
e substancia ndo toxica (BEJENARIU et al., 2008), trimetafosfato de sédio (TMFS)
(BEJENARIU et al., 2009). Alupei et al., (2002), utilizaram epicloridrina, como agente
de reticulagdo, em condigbes alcalinas, em uma mistura de xantana e poli (alcool
vinilico), produzindo hidrogéis superabsorventes, com alto grau de intumescimento em
meio aquoso. Kang et al., (2019), realizou a caracterizagdo de hidrogel & base de
goma xantana com coordenacao de ions de ferro trivalente e sua conversao reversivel

de sol-gel.
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Hamcerencu et al., (2007), apresentaram a caracterizacdo e a preparacéo de
novos macromondmeros reativos a base de xantana através da esterificacdo com um
acido organico insaturado (acido acrilico) ou com derivados acidos insaturados
(cloreto de acriloila, anidrido maleico) sob condicdes homogéneas e heterogéneas.
Estudou a influéncia dos parametros de reacdo como temperatura, duracdo, razéo
molar e natureza quimica do agente de esterificacdo, no grau de substituic&o.
Concluindo que o aumento da temperatura e duracdo da reacdo leva a um aumento
do grau de substituicio (HAMCERENCU et al., 2007). Ruvalcaba et al., (2007),
estudou as propriedades viscoelasticas de hidrogéis formados pela complexacédo de
dois polieletrolitos naturais, quitosana e xantana, utilizando glutaraldeido e glioxal
como agentes reticulantes de quitosana.

Tako e Nakamura (1985) estudaram a interacdo sinérgica entre a goma
Xantana e a goma guar, observaram uma interacdo mais forte quando utilizaram a
xantana desacetilada do que xantana nativa, indicando que as moléculas de xantana
se tornaram mais flexiveis e poderiam se associar com as moléculas de goma guar
mais facilmente, provavelmente porque estavam livres da associagao intramolecular
a qual os residuos acetilados contribuem.

Gliko-Kabir et al., (1999), realizaram a reticulagdo da goma guar com diferentes
quantidades de glutaraldeido, e analisou-se as propriedades térmicas do produto
reticulado. Novas ligacdes covalentes sdo introduzidas no polissacarideo ao reticular,
e o glutaraldeido parte dos grupos hidroxila da goma. Os autores afirmaram que a
reticulacao alterou a estrutura da goma guar, e a quantidade de glutaraldeido utilizado
no processo de reticulacédo influencia a estabilidade térmica da goma guar e o local
de reacdao (inter ou intra-reticulacdo). Concluiram também que a reticulacao resultou
na formacdo de novas regides no polissacarideo caracterizadas por estruturas
modificadas, cuja abundancia e densidade foram dependentes da concentracédo do
reticulante. (GLIKO-KABIR et al., 1999; LINDBLAND e ALBERTSSON, 2004). Zhou et
al., (2014), prepararam nanoparticulas magnéticas de quitosana reticuladas com
glutaraldeido que apresentaram baixa citotoxicidade e um favoravel desempenho na
adsorcao de corantes.

A reticulacdo com glutaraldeido tem provado diminuir as propriedades de
intumescimento do polimero. Gliko-Kabir et al., (1998) produziram reticulagdo com
glutaraldeido e a goma guar, e reduziram as propriedades de intumescimento a fim de

evitar o vazamento de farmaco aprisionado apos a ingestéao oral. Poon et al., (2014)
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realizaram a reticulacdo da quitosana com glutaraldeido e relacionaram o aumento na
taxa de reticulagdo com o0 aumento na capacidade de sorgéo até uma proporcao 6tima
de glutaraldeido com o polimero. Entretanto, valores acima da condicdo 6tima de
glutaraldeido resultard& em uma atenuacdo na capacidade de sorcédo, devido a
mudancas na superficie quimica e na acessibilidade dos locais de sorgéo.

Sukriti et al., (2017) estudaram hidrogel biodegradavel a base de enxerto de
goma xantana co-polimerizada com &cido poliacrilico foi fabricado por polimerizacéo
via radical livre na presenca de radiacdes de microondas e sua potencial utilidade
como agente bactericida juntamente com o dispositivo de liberacdo agroquimica
controlada. A Figura 9 representa a interagdo da goma xantana enxertada com
cadeias poliméricas de acido poliacrilico transformada em redes reticuladas pelo

agente reticulante glutaraldeido, conferindo estabilidade estrutural para a molécula.
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Figura 9. Esquema representativo do enxerto de xantana copolimerizado com &acido poliacrilico
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reticulado com glutaraldeido. Adaptado Sukriti et al., (2017).

Foi estudado a influéncia da reticulagdo, no grau de inchamento da matriz
polimérica, para alguns parametros como temperatura, tempo, pH das analises e
diferentes concentracfes de sais e forca idnica. Afirmam que o inchamento do hidrogel
de xantana copolimerizada com acido poliacrilico e reticulada com glutaraldeido
aumenta com o decorrer do tempo, temperatura e pH (SUKRITI et al., 2017).

Zhd&o et al., (2016), estudaram o efeito de cations Na*, K *, Ca*? + e Mg*? em
concentracbes variadas, nas propriedades reoldgicas de solugdo de xantana
reticulada com poliacrilamida. Relatam a interacdo da poliacrilamida com goma
xantana, podendo existir ligagdes de hidrogénio e grupos hidrofobicos no polieletrdlito,
essa reacdo dipolo-dipolo induzira associacdo de cadeias moleculares. Quando a
goma xantana interage com outros polimeros, as ligacbes de hidrogénio podem

interagir com a eletricidade estatica.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipodtese

As modificacdes quimicas por desacetilacdo e reticulacdo alteram as
propriedades da xantana durante o periodo de armazenamento de 9 meses nas
temperaturas de 25 °C e 45 °C.

3.2 Objetivo geral

Analisar as propriedades da xantana sintetizada por Xanthomonas arboricola
pv pruni cepa 106 modificada por desacetilacao e reticulacdo durante um periodo de
9 meses armazenamento nas temperaturas de 25 °C e 45 °C.

3.3 Objetivos especificos

e Produzir a xantana sintetizada por Xanthomonas arboricola pv pruni cepa 106
em biorreator de bancada;

e Realizar a modificacdo quimica das xantanas pruni cepa 106 e comercial por
desacetilacao;

e Realizar a modificacdo quimica das xantanas pruni cepa 106 e comercial por
reticulagéo;

e Analisar as propriedades das xantanas modificadas quimicamente em
comparacao a xantana nao modificada, utilizando a xantana sintetizada por
Xanthomonas arboricola pv pruni cepa 106 e a xantana comercial, durante o

armazenamento nas temperaturas de 25 °C e 45 °C.



33

4. CAPITULO

4.1Artigo 1

Caracterizacao durante o tempo de armazenamento da xantana sintetizada por
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RESUMO

A goma xantana é um exopolissacarideo microbiano produzido por bactérias do
género Xanthomonas. A xantana é amplamente utilizada na inddstria de alimentos,
farmacéutica e petrolifera. Suas propriedades sdo afetadas por sua composicao
quimica, estrutura e massa molecular. Neste trabalho foram produzidas xantanas a
partir do processo fermentativo de Xanthomonas arboricolas pv pruni cepa 106 e
xantana comercial Jungbunzlauer® foi utilizada como controle. A partir destas foram
realizadas as modificacdes quimicas pés-fermentativa, desacetilacéo e reticulacéo,
e foi avaliado o comportamento durante o armazenamento sob diferentes condi¢bes
de temperatura (25 °C e 45 °C). As gomas foram caracterizadas em relagédo ao
rendimento do processo, teor de umidade, teor de sais, morfologia (imagens de
MEV) e por fim, caracterizacdo dos grupos funcionais a partir do FTIR. Apds, foram
avaliados ao longo do armazenamento o teor de acetil e piruvato, o grau de
intumescimento e as propriedades reoldgicas das gomas. Através dessas analises
pode-se afirmar que as modificacbes quimicas de desacetilagcdo e reticulacdo
promoveram mudancas nas propriedades da goma, alterando a composi¢ao quimica
da xantana, comprovada pela analise de FTIR e pelo grau de desacetilacdo
determinados neste estudo. Além disso, a reticulagdo promoveu caracteristicas
diferentes em relacdo as xantanas estudadas, sendo relatadas nas analises
reoldgicas e no grau de intumescimento do polimero.

PALAVRAS-CHAVE: Xantana, Desacetilacdo, Reticulacdo, Reologia, Temperatura.
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1. INTRODUCAO

A goma xantana é um polissacarideo extracelular microbiano que é secretado
pela bactéria Xanthomonas, durante o processo fermentativo. A goma é amplamente
utiizada em diferentes &reas pois apresenta inUmeras vantagens sobre outros
polissacarideos, um polimero biodegradavel e solivel em agua, possui alto peso
molecular, sendo composto por propriedades reologicas peculiares, ao exibir alto fluxo
pseudoplastico mesmo em baixas concentracbes (GARCIA-OCHOA et al., 2000;
JAMPALA et al., 2005; KENNEDY et al., 2015).

A xantana é um polimero complexo que consiste em unidades
pentassacaridicas repetitivas formadas por uma cadeia principal de glicose, cada
unidade alternativa da glicose tem uma cadeia lateral, constituida de uma unidade de
acido glicurdnico ligado a duas unidades de manose (GARCIA-OCHOA et al., 2000;
ABBASZADEH et al., 2015).

A cadeia lateral apresenta variacdo na quantidade e na posi¢cdo dos seus
substituintes, conferindo certa irregularidade a estrutura da molécula da xantana. A
manose interna ligada a cadeia principal da xantana € substituida
estequiometricamente por um grupo acetila, enquanto a manose terminal contém
residuos de piruvato (GARCIA-OCHOA et al., 2000; MORRIS, 2019). Kool et al.,
(2013) verificaram a presenca de substituintes acetato na manose externa. O grau de
substituicdo de acetila e piruvato depende das condi¢ces de fermentacéo e da espécie
da bactéria, patovar ou cepa (BORN et al., 2002; KOOL et al., 2013; SHATWELL et
al., 1990).

A alta aplicabilidade da goma xantana esta relacionada com capacidade de
promover alta viscosidade em baixa concentracdo de polimero em um ambiente
aguoso (KOOL et al., 2013; VIEBKE, 2004). As propriedades das xantanas séo
determinadas por sua composi¢ao quimica, tipo de ligacdo, massa molecular, meio de
producéo, cepa bacteriana, condicbes operacionais como a temperatura, pH e tempo
de fermentacdo (CASAS et al., 2000; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Além de modifica¢cdes no processo fermentativo, para produzir polimeros com
propriedades especificas e desejaveis, um mecanismo bastante utilizado € a
modificacdo quimica pos-fermentativa, quantitativa ou qualitativa, realizada durante o
processo de recuperacdo ou no produto depois de elaborado. Com finalidade de

formar gomas com caracteristicas diferenciadas, alterando a composicédo quimica e
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parametros reoldgicos (PINTO, 2005; BORN et al., 2002; KLAIC, 2016).

Dentre as diversas modificacdes quimicas pos-fermentativas que podem ser
realizadas na goma xantana, a desacetilacdo termoquimica e a reticulacdo ou
crosslinking, vem sendo bastante estudada. A desacetilacao, consiste na remogéo dos
grupos acetil, normalmente por processo térmico em base diluida, podendo modificar
a viscosidade das solugcbes aquosas de xantana e incrementar as forcas de interagdes
da goma xantana com outras gomas, tornando a molécula mais flexiveis (JEANES,;
SLONEKER, 1961; JIN et al., 2015; KOOL et al., 2014; PINTO et al., 2011 TAKO e
NAKAMURA, 1985; TAKO e NAKAMURA, 1986).

A reticulacdo ou crosslinking, que é a interligacdo ou entrecruzamento de
cadeias poliméricas, o qual proporciona alteracdes na capacidade de intumescimento
do polissacarideo e possibilita a formacéo de hidrogéis quimicos, que podem alterar
a solubilidade da goma (BUENO et al., 2013; CURY et al., 2009; HAMCERENCU et
al., 2007; JEONG et al., 2018; LINDBLAND & ALBERTSSON, 2004; RUVALCABA et
al., 2007)

Este trabalho tem como objetivo estudar o comportamento das xantanas
naturais e modificadas quimicamente por desacetilacao e reticulacéo, além de verificar
0 comportamento de armazenamento da goma xantana em duas condi¢cdes de
temperatura, ao longo dos meses de estocagem. Além disso, avaliar suas
caracteristicas quanto a composi¢ao quimica referente aos seus substituintes acetil e
piruvato, propriedades reoldgicas, grau de intumescimento, com o intuito de verificar

fatores que possam afetar diretamente a solubilidade do biopolimero.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Xantanas

Foi utilizada neste estudo a xantana sintetizada pela cepa 106 da bactéria
Xanthomonas arboricola pv pruni, isolada pelo Centro de Pesquisa Agropecudria de
Clima Temperado (CPACT- Embrapa, Pelotas - Brasil) e mantida por liofilizac&do no
Laboratério de Tecnologia de Bioprocessos, do Nucleo de Biotecnologia, do Centro
de Desenvolvimento Tecnolégico (CDTec), da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel).
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A xantana pruni cepa 106 foi produzida em biorreator de bancada (BioStat, B
Braun Biotech International®) utilizando jarro de 14 L com 7 L de meio de cultura. O
preparo do in6culo foi realizado em meio YM (Yeast Malt) contendo (g L1): 3,0 extrato
de levedura; 3,0 extrato de malte; 5,0 peptona; 10,0 glicose (HAYNES et al., 1955).
Para a producéo da xantana foi utilizado meio de cultura composto por (g L?): 50,0
sacarose; 1,5 NH4H2PO4; 2,5 K2HPO4; 5,0 KH2PO4; 2,0 (NH4)2S04; 0,3 MgSOg4; 2,0
CsHsO7; 0,006 H3BOs; 0,0024 FeCls; 0,002 CaCl2.2H20; 0,012 ZnSO4 (SOUW &
DEMAIN, 1979; CADMUS et al.,1978 modificado por VENDRUSCOLO et al., 2000).
O pH inicial foi ajustado para 7 e controlado pela adicdo de NaOH 2 mol L. A
fermentacao foi realizada a 28 °C, agitacao de 500 rpm, aeragcao de 1 vvm por 66h.

A recuperacado da xantana foi realizada por precipitacdo em etanol 96% (razao
etanol:caldo de 4:1 (v v1!)), apds a esterilizacdo do caldo fermentado a 121 °C por
15min. A xantana recuperada foi seca em estufa (FANEM LTDA) a 56 °C, apos foi
triturada em moinho de bolas com camara fechada (Marconi MA350) e peneirada a
granulometria abaixo de 106 um. A Figura 1 apresenta o esquema da producao da

xantana pruni.

- Inéculo

- Fermentagao

- Recuperagao

g

~ Armazenamento

Figura 1. Esquema da producédo da xantana pruni. Fonte: A autora.

Para a obtencdo da totalidade da quantidade de xantana necessaria para o
experimento foram realizadas 4 fermentacOes. Para verificar a reprodutibilidade do

processo, foram avaliadas as produtividades através de método gravimétrico, obtendo
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os resultados em grama de xantana por litro de caldo fermentado (g L?).
Para comparagdo dos resultados, foi utilizada a xantana comercial
Jungbunzlauer® (Suica) cedida pela empresa Biopolix Materiais Tecnologicos Ltda.

(Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil).

2.2 Modificagdo quimica por desacetilagao

A desacetilacdo das xantanas pruni e comercial foi realizada de acordo com
Klaic et al., (2016). As amostras das xantanas foram hidratadas em solucdo de 4gua
ultra pura na concentracdo de 0,5% (p v') e submetidas a agitagdo em incubador
orbital a 25 °C, 250 rpm por 24 horas. Apos, foi adicionado 150 mL de NaOH (0,02 M),
e novamente incubados a temperatura de 45 °C, a 250 rpm por 3 horas. Transcorrido
o periodo de reacédo, neutralizou-se as solu¢cdes com HCI 2 mol L1. Logo apds, as
xantanas desacetiladas foram recuperadas de acordo com a metodologia descrita no
item 2.1.

2.3 Modificacdo quimica por reticulagédo

A reticulagdo das xantanas foi realizada partindo das amostras desacetiladas,
seguindo a metodologia descrita por Klaic et al. (2016). As amostras das xantanas
foram hidratadas em solucédo de agua ultra pura na concentracdo de 0,5% (p v!) e
submetidas a agitacdo em incubador orbital a 25 °C, 250 rpm por 24 horas. Apos, foi
adicionado o agente reticulante glutaraldeido 50% (Vetec®) o qual foi solubilizado em
agua ultra pura na concentracdo de 1% da solucao preparada (v/v). As reacdes foram
conduzidas em agitador incubador orbital a 45 °C, 200 rpm, por 2 horas. Logo apés,
as xantanas reticuladas foram recuperadas de acordo com a metodologia descrita no
item 2.1.

2.4 Rendimento das xantanas modificadas quimicamente

O rendimento da producdo das xantanas no processo fermentativo e apos as
modificacdes quimicas por desacetilagéo e reticulacdo foi calculado de acordo com a

equacao 1, descrita por Bejenariu et al., (2009),
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R(%) = GDHx 100 (1)

onde R(%) é o rendimento da reacdo, ms é a quantidade de xantana seca apo0s a
precipitagdo da xantana modificada e mi a quantidade de xantana introduzida

inicialmente.

2.5 Processo de armazenamento da xantana

As amostras das xantanas pruni e comercial (naturais, desacetiladas e
reticuladas) foram armazenadas nas temperaturas de 25 °C e 45 °C em estufa (Fanem
Modelo 002 CB), simulando locais com diferentes temperaturas de estocagem,
colocando-se 10 g de cada amostra em tubos coOnicos fechados, as quais
permaneceram por 9 meses, sendo amostras retiradas para analise a cada 3 meses,
as quais serdo denominadas de: TO - tempo inicial de armazenamento; T1 - ap6s 3
meses de armazenamento; T2 - apds 6 meses de armazenamento e T3 - apos 9

meses de armazenamento.

2.6 Teor de umidade

A andlise do teor de umidade das xantanas naturais e modificadas
guimicamente foi realizada por gravimetria. Foram pesadas 0,5 g das amostras das
xantanas, adicionadas em capsulas de metal, previamente taradas. Foram secas em
estufa (Nova Instruments NI 1514-DCR) a 105 °C até peso constante. Transcorrido o
tempo, as capsulas foram levadas ao dessecador contendo silica gel por 15min, em
seguida as amostras foram pesadas em balanca analitica (Marte AY220), segundo 0
método Instituto Adolfo Lutz (2004).

2.7 Andlise de sais da xantana — teores de sodio, calcio, potassio e

magnésio

As amostras de xantana foram preparadas em triplicata através da dissolucao
de 50 mg de p6 em 20 mL de agua ultrapura, utilizando agitador magnético. As

amostras dissolvidas foram colocadas em tubos cbnicos e encaminhadas para a
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andlise.

A determinagéo dos teores de sais das amostras de xantana naturais,
desacetiladas e reticuladas, foram realizadas em Espectrémetro de Absorcéo Atémica
de Fonte Continua com Alta Resolugcdo (ContrAA 700, Analytik Jena, Alemanha) no
Laboratorio de Quimica Analitica Il — Laboratorio de Eletro Espectro Analitica (LEEA),
da Escola de Quimica e Alimentos, da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

Foram realizadas curvas de calibracdo do equipamento utilizando diluicdes
adequadas para cada mineral em estudo, e seu comprimento de onda varia para cada
sal, Na 590 nm, K é 766 nm, Ca 422 nm e Mg 285 nm.

2.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As caracteristicas superficiais do pé das gomas foram verificadas a partir da
andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV), utilizando um microscopio
eletrénico de varredura (Jeol, JSM 6610LV, Japado). A superficie da amostra foi
recoberta com ouro, a aceleracdo de voltagem utilizada foi de 15,0 kV, com faixa de
magnificacdo das imagens variando entre 2000 e 3000 vezes. As analises foram
realizadas no Centro de Microscopia Eletronica do Sul (CEME-SUL) da Universidade
Federal do Rio Grande (FURG).

2.9 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

A determinacdo dos grupos funcionais das moléculas de xantana natural e
modificadas quimicamente foi avaliada a partir da determinacao de espectroscopia na
regido do infravermelho (500-4000 cm) usando a técnica de refletancia atenuada
total. A espectroscopia de infravermelho é baseada em uma radiacao infravermelha
gue incide através da amostra, onde uma parte € absorvida pela amostra e a outra é
transmitida. O espectro resultante representa a absorgcéo e transmissao molecular,
criando uma simulacao das digitais do polimero.

Para a realizacédo da analise foi adicionado aproximadamente 2 mg de amostra
em um cadinho e adicionado 200 mg de brometo de potassio de grau espectroscopico,
foram triturados e conduziu-se as analises em espectrometro (Modelo IR Prestige 21,
210045, Japao).
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2.10 Teor de acetil

O teor de acetila das xantanas naturais, modificadas quimicamente por
desacetilacdo, armazenadas a temperatura 25 °C e 45 °C, foram determinadas
usando o método colorimétrico do acido hidroxamico segundo McComb e McCready
(1957). Inicialmente preparou-se a curva padréao de calibrag&o a partir de uma solucao
padrdao a 0,1089 g de B-D-glicose pentacetato, dissolveu-se o padrdo em 5 mL de
alcool etilico P.A., em seguida realizou-se aquecimento brando da solugdo em banho-
maria a 30 °C. Logo apos a dissolucdo completa da solucao, transferiu-se para um
baléo volumétrico de 100 mL completando o volume com agua ultrapura.

A partir da solucéo padrao foram preparadas solucdes com concentracdes de
acetil variando-se de 0 a 420 ug, em balao volumétrico de 50 mL. Retirou-se 5 mL de
cada solucéo e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL, adicionou-se 1 mL de
cloridrato de hidroxilamina 3,75% (p v!), 1 mL de hidréxido de sédio 9,4% (p v?!) e
5 mL de solucdo metandlica acida, preparada com acido perclérico 70% em metanol
P.A., finalmente completou-se o volume com solucéo de perclorato férrico.

Para construcdo da curva de calibracéo realizou-se a leitura da absorbéancia
das solucdes em espectrofotdmetro (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech®), no
comprimento de onda de 520 nm, realizado em triplicatas.

Para o preparo das amostras de xantana pesou-se 0,1 g de biopolimero,
dissolveu-se em 25 mL de cloridrato de hidroxilamina 3,75% (p v!), agitou-se por
15min até dissolucdo completa da amostra; em seguida adicionou-se 25 mL de
hidroxido de sédio 9,4% (p v!), mantendo-se a agitacdo por mais 2h para que
ocorresse a transformacéo completa do acetil em &cido hidroxamico.

Dessa solucdo retirou-se 2 mL e transferiu-se para baldo volumétrico de
25 mL, ao qual adicionou-se 5 mL de solucdo metandlica acida e 5 mL de agua
destilada e completou-se o volume com solucdo de perclorato férrico. Logo apoés, as
amostras foram filtradas para retirar algum polimero que tenha precipitado.

Nessa etapa ocorreu a transformacdo do acido hidroxamico em &cido
acetohidroxamico férrico, cuja intensidade da cor é proporcional ao teor de acetila na
amostra. Em seguida realizou-se a leitura em triplicata da absorbancia em
espectrofotometro nas mesmas condicdes da curva de calibracdo. As reacdes

colorimétricas, bem como as leituras das absorbancias, foram realizadas em triplicata.
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2.11 Teor de piruvato

O teor de piruvato das xantanas naturais e modificadas quimicamente por
desacetilagdo, armazenadas a temperatura 25 °C e 45 °C, foram determinados pelo
meétodo colorimétrico da 2,4-dinitrofenilidrazina, segundo Sloneker & Orentas (1962).
Preparou-se uma curva de calibracdo com soluces de concentracdes variando de
zero a 0,22 mg de piruvato a partir de uma solugdo padréo de piruvato de sédio 1%
(p/v). De cada solucao retirou-se aliquotas de 2 mL e foi transferida para um funil de
decantacdo, ao qual acrescentou-se 1 mL de solucdo de dinitrofenilhidrazina 0,5%
(p/v), preparada em HCIl 2 mol L. Transcorridos 5 minutos, adicionou-se 5 mL de
acetato de etila, a mistura foi agitada e desprezou-se a fase aquosa inferior. Em
seguida, foi adicionado 10 mL de solucéo de carbonato de sodio 10% (p/v), agitou-se
e recolheu a fase inferior num béquer identificado, posteriormente, duas aliquotas de
5 mL de solucdo de carbonato de sodio 10% (p/v) foi adicionada, coletando-se o
extrato da fase inferior para cada aliquota adicionada. Em seguida, a fase recolhida
foi transferida para bal6es volumétricos de 25 mL e o volume completado com solugéo
de carbonato de sédio 10% (p/v). Para constru¢do da curva de calibracéo realizou-se
a leitura da absorbancia das solucbes em espectrofotometro (Ultrospec 2000,
Pharmacia Biotech®), no comprimento de onda de 375 nm.

Para determinacdo do teor de piruvato das xantanas pruni e comercial
preparou-se uma solucdo a 0,4% e 0,1% (p v!) de polimero em HCI 2 mol L1
respectivamente, e submeteu-se as solucdes a hidrolise em banho-maria por 16h a
80 °C. Apds esse periodo realizou-se a filtracdo das amostras, e retirou-se aliquotas
de 2 mL de cada solucao e procedeu-se a reagcdo com dinitrofenilhidrazina, conforme
descrito anteriormente para curva de calibragédo. As reagfes colorimétricas, bem como

as leituras das absorbancias, foram realizadas em triplicata.

2.12 Grau de intumescimento (Gl)

A determinagcdo do grau de intumescimento foi realizada para avaliar a
capacidade de hidratacdo dos polimeros naturais, desacetilados, reticulados e
armazenados nas diferentes temperaturas e tempos.

Foram preparadas pequenas esferas de xantana, com 0,1 g de pé umedecidas

com goticulas de agua destilada para moldar as esferas. Em seguida, as esferas foram
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secas em estufa a 56 °C até peso constante, logo apos foi utilizado uma balanca
analitica (Denver Instrument APX-200) para verificar o peso inicial das esferas. Para
a montagem experimental foram separados béqueres contendo 40 mL de agua
ultrapura a temperatura ambiente e as esferas foram imersas na agua, conforme

ilustra a Figura 2.

Figura 2. Fotografia do modelo experimental realizado para analisar o teor de intumescimento das

amostras de xantana. Fonte: A autora.

As esferas permanecem na agua durante o periodo de intumescimento
(inchamento), até o peso constante. Amostras foram retiradas a cada 30min para as
xantanas naturais e desacetiladas e a cada 15min para as xantanas reticuladas, as
quais foram secas em estufa a 56 °C até peso constante. As modificacbes na
morfologia das esferas foram analisadas através de fotografias (Galaxy J7 Pro). A
capacidade de absorcédo de 4gua ou grau de intumescimento (Gl) das amostras de

xantana foi calculado através da equacéao 2,

mXi— mXs

GI (%) = (T) «100% (2)

onde mXi € a massa do polimero intumescido e mXs é a massa do polimero
intumescido seco (GUO et al., 2014; SUKRITI et al., 2017).

2.13 Andlises reoldgicas

Preparou-se solucdes de xantana pruni e comercial, naturais e modificadas
quimicamente na concentracdo de 1% (p v!), através da hidratacdo do biopolimero
em agua ultrapura e agitagdo em agitador magnético em temperatura de 60 °C por 2h.
Apds, as amostras permaneceram em repouso a 4 °C, overnight. A viscosidade das
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solugbes aquosas foi medida com a taxa de deformacdo variando de 0,01 s a
1000 s%, por 300 st a 25 °C. Foi utilizado o reébmetro (Rheostress, modelo RS150,
Haake®, Alemanha) acoplado a um controlador de temperatura (Haake DC 50,
Alemanha). A geometria utilizada foi cone e placa (diametro 60,0 mm; distancia 0,104

mm; angulo 2°).

2.14 Anédlise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram
submetidos a analise de variancia e comparados através do Teste de Tukey (p<0,05)

utilizando o software Statistica 7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producéao da xantana pruni

A produtividade e as propriedades da producdo de goma xantana Sao
influenciadas pela cepa microbiana, pH, temperatura, agitacao e aeracdao (HABIBI e
KHOSRAVI-DARANI, 2017). A produtividade de cada batelada do processo
fermentativo para obtencdo da xantana sintetizada pela bactéria Xanthomonas

arboricola pv pruni cepa 106 estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Producao da xantana (g L1) das quatro bateladas do processo fermentativo para obtencéo
da xantana pruni cepa 106.

Fermentaco Producdo (g L)
1 11,562+ 0,78
2 10,782+ 0,27
3 11,222 +1,73
4 10,562 + 0,70

Valores = médias + SD; n = 3. Letras diferentes sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Foram realizadas quatro fermentacbes com as mesmas condicdes
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operacionais, resultando em fermenta¢cées com producdo média de 11,03 g L2, ndo
havendo diferenca significativa (p<0,05) entre elas. Resultados superiores foram
encontrados por Borges et al., (2009) nas mesmas condi¢cdes operacionais. E por
Klaic, (2010), cultivando outra linhagem, cepa 101, encontrou um rendimento de
19,16 g L* em pH 7, e valores semelhantes encontrados em pH ndo controlado
10,39 g L afirmando que o pH neutro melhorou a producdo de xantana por X.
arboricola pv pruni.

As xantanas pruni cepa 106 produzidas nas quatro bateladas apresentaram
também viscosidades semelhantes, afirmando a reprodutibilidade do processo de
producdo. A Figura 3 mostra a viscosidade das solugdes aquosas das diferentes

bateladas das fermentacdes das xantanas pruni.
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Figura 3. Viscosidade das solu¢des aquosas a 1% das xantanas obtidas nas diferentes bateladas dos
processos de fermentacgéo.

A partir dos resultados semelhantes de rendimento e viscosidade obtidos das
quatro bateladas de fermentacdes realizadas, foi possivel fazer a mistura dos pés das

Xantanas e compor uma Unica amostra inicial de xantana pruni.

3.2 Rendimento das xantanas modificadas quimicamente

O rendimento global dos processos de modificacdo quimica realizados pela

xantana pruni e xantana comercial estdo demonstrados na Tabela 2.
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A partir da Tabela 2, foi possivel verificar que o maior rendimento global das
modificagdes quimicas foi para a xantana comercial. A desacetilagdo termoquimica
pos-fermentativa realizada na xantana pruni apresentou baixo rendimento (58,7%)
guando comparada com Klaic, (2016) que encontrou rendimento de 80,23% para as

mesmas condi¢bes de modificacdo e cepa bacteriana utilizada.

Tabela 2. Rendimento (%) global do processo de modificagdo quimica por desacetilacdo e reticulagédo
das xantanas pruni e xantana comercial.

Amostra Rendimento (%)
Xp desa 58,7¢+ 1,82
Xp ret 53,159+ 1,76
Xc desa 82,732+ 0,47
Xc ret 67,38+ 0,39
Valores = médias + SD; n = 3. Letras diferentes séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey

(p<0,05).
*Xp desa - xantana pruni desacetilada, Xp ret - xantana pruni reticulada com glutaraldeido, Xc desa -
xantana comercial desacetilada, Xc ret - xantana comercial reticulada com glutaraldeido.

O processo de reticulagéo realizado nas xantana pruni e comercial, resultaram
rendimentos totais de 90,7% e 81,5%, respectivamente, partindo do total de amostra
desacetilada. O alto rendimento da sintese de um novo biopolimero € importante,
tendo em vista a questdo econémica relacionada as perdas que ocorrem durante o

processo e futuras aplicacoes.

3.3 Caracterizacdo das amostras de xantana pruni e comercial

3.3.1 Teor de umidade

O teor de umidade das amostras de xantanas pruni e comercial, naturais e
modificadas quimicamente por desacetilacéo e reticulacédo foram analisadas no inicio
do armazenamento (TO) para as amostras armazenadas a 25°C e no final do
armazenamento (T3) para as amostras armazenadas a 25 °C e 45 °C, as quais estéao

descrito na Tabela 3.



Tabela 3. Umidade relativa das amostras de xantanas.
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Xantana

Umidade (%)

(TO)

(T3)

Xp nat 25 °C
Xp desa 25 °C
Xpret25°C
Xc nat 25 °C

Xc desa 25 °C

14,7672+ 0,16
13,23Ab + 0,72
11,22A¢ + 0,40
8,7489+ 0,63

13,5082b+ 0,42

14,45Ab+ 0,18
12,2144 + 0,02
11,097 + 0,26
13,624¢+ 0,21

16,0472+ 0,17

Xcret 25 °C 11,25B¢ + 0,26 14,117 + 0,09
Xp nat 45 °C - 4,55"+ 0,07
Xp desa 45 °C - 3,95 + 0,09
Xp ret 45 °C - 4,10M + 0,12
Xc nat 45 °C - 6,357+ 0,05
Xc desa 45 °C - 6,817+ 0,25
Xc ret 45°C - 5,589 + 0,07

Valores = médias + SD; n = 3. Coluna com letras minUsculas diferentes apresentam diferenca
significativa a partir do teste de Tukey (p<0,05). Linha com letras mailsculas diferentes apresentam
diferenca significativa a partir do teste de Tukey (p<0,05).

* Xp nat 25 °C - xantana pruni natural armazenada a 25 °C, Xp desa 25 °C - xantana pruni desacetilada
armazenada a 25 °C, Xp ret 25 °C - xantana pruni reticulada armazenada a 25 °C, Xc nat 25 °C -
xantana comercial natural armazenada a 25 °C, Xc desa 25 °C - xantana comercial desacetilada
armazenada a 25 °C, Xc ret 25 °C - xantana comercial reticulada armazenada a 25 °C, Xp nat 45 °C -
xantana pruni natural armazenada a 45 °C, Xp desa 45 °C - xantana pruni desacetilada armazenada a
45 °C, Xp ret 45 °C - xantana pruni reticulada armazenada a 45 °C, Xc nat 45 °C- xantana comercial
natural armazenada a 45 °C, Xc desa 45 °C - xantana comercial desacetilada armazenada a 45 °C, Xc
ret 45 °C - xantana comercial reticulada armazenada a 45 °C. TO - tempo inicial de armazenamento e
T3 - apdés 9 meses de armazenamento.

O teor de umidade das xantanas comercial (Xc nat 25 °C), (Xc desa 25 °C) e
(Xc ret 25 °C) no inicio do armazenamento (TO) mostraram valores inferiores ao

encontrado no final do armazenamento (T3), diferindo significativamente ao nivel de
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95% de confianca. As xantanas pruni (Xp nat 25 °C), (Xp desa 25 °C) e (Xp ret 25 °C),
ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) de teores de umidade no periodo
de armazenamento correspondente ao (TO) e (T3).

O teor de umidade presente nas amostras armazenadas a 45 °C reduziram
cerca de 60% de agua em relacdo as amostras armazenadas em temperatura a 25 °C,
mostrando uma perda significativa de agua nas amostra devido ao aquecimento
prolongado na estufa, simulando Ilugares com temperaturas elevadas de
armazenamento de alimentos, polimeros.

O teor de 4gua para as amostras mantidas em temperatura de 25 °C estd em
conformidade com a literatura, que apresenta em torno de 8 a 15% de agua para
xantana comercial (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Capron et al., (1997) encontraram
10% de teor de agua em sua amostra de xantana. Jeanes et al., (1961) relataram a

umidade da xantana produzida pela Xanthomonas campestres de 14%.

3.3.2 Andlise de sais da xantana - teores de sdédio, célcio, potassio e
magneésio

Na Tabela 4 estédo dispostos os resultados da analise de sais presentes nas

Xxantanas naturais e modificadas quimicamente no inicio do armazenamento (TO).

Tabela 4. Teores de sddio, potassio, calcio e magnésio (mg g*) das amostras das xantanas pruni e
comercial.

-1
Xantana Teores (mg g*)

(TO) 25 °C

Sadio Potassio Célcio Magnésio

Xp nat 20,28+15 4422+16 <LD 6,5+ 0,3
Xp desa 14,87°+1,8 15,9°+1,0 <LD 12,62+ 2,2

Xp ret 11,9°+0,1 8,6°°+0,4 <LD 12,02+ 0,7
Xc nat 13,6°+1,0 0,8¢+0,1 <LD 2,49+0,2
Xc desa 14,8+ 0,6 3,7°+0,2 <LD 3,004+ 1,3
Xc ret 13,7°+ 0,1 6,7°+0,1 <LD 5,7°¢+0,8

Valores = médias + SD; n = 3. < LD = abaixo do limite de detecc¢éo (0,25 mg.g1). Colunas com letras
diferentes apresentam diferenca significativa a partir do teste de Tukey (p<0,05)

* Xp nat - xantana pruni natural, Xp desa - xantana pruni desacetilada, Xp ret - xantana pruni reticulada
com glutaraldeido, Xc nat - xantana comercial natural, Xc desa - xantana comercial desacetilada,
Xc ret - xantana comercial reticulada com glutaraldeido. TO - tempo inicial de analise em 25 °C
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A presenca de sais na composi¢do da xantana sédo caracteristica do processo
fermentativo, como do meio de producédo, estabilidade do pH, do processo de
recuperacao e tratamento pés fermentativos (GARCIA-OCHOA et al., 2000; BORGES
et al., 2009; KLAIC et al., 2016).

A presenca dos ions sodio, potéssio, célcio e magnésio na molécula da xantana
sao oriundos do processo de sintese do biopolimero produzido pelas Xanthomonas
campestris pv campestris e Xanthomonas arboricola pv pruni cepa 106. O ion sddio é
proveniente da agua utilizada na producéao da goma, e da base hidréxido de sédio que
é utilizada para o controle do pH durante o processo fermentativo. Os ions potassio,
calcio e magnésio sao provenientes do fosfato de potéssio, sulfato de magnésio e
cloreto de calcio, respectivamente, utilizados como componentes do meio de cultura
na producdo do polissacarideo. Os tratamentos pds fermentativos também podem
influenciar a presenga de sais na goma xantana.

Comparando a xantana comercial (Xc nat) e a xantana pruni (Xp nat) foi
possivel verificar que o teor de sédio, potassio e magnésio foram 30%, 98% e 71%
superiores na xantana pruni natural, devido as diferencas nas condicdes operacionais
de fermentacdo. O ion calcio apresentou-se concentracdes inferiores ao nivel de
detecc¢do do equipamento utilizado na analise para todas as amostras.

A xantana comercial (Xc nat) apresentou teores de sodio e potassio, 1,4% e
0,08% respectivamente, abaixo dos valores reportados na literatura. De acordo com
Garcia-Ochoa et al., (2000), a xantana comercial apresenta valores entre 3,6 a 14,6%
de sais monovalentes. Nos estudos realizados por Klaic et al., (2011) também foram
observados teores de sodio e potassio na xantana comercial (Farmaquimica Ltda. e
Asky Ltda) abaixo dos reportados por Garcia-Ochoa et al. (2000). Pinto et al. (2011)

que estudaram o processo de modificagdo quimica através da desacetilacdo pos-

fermentativa da xantana comercial Jungbunzlauer®, encontraram teores de sodio e

potassio de 2,82% e 1,98% respectivamente, sendo superiores a xantana comercial
em estudo, entretanto inferiores ao reportado na literatura.

O conteudo total de ions divalentes para xantana comercial foi estimado na
faixa de 0,085% a 0,17% por Garcia-Ochoa et al. (2000). O teor de magnésio (0,24%)
encontrado na xantana comercial (Xc nat) € superior ao encontrado na literatura. Klaic
et al., (2011) encontrou teores de magnésio de 0,02% a 0,089% nas xantanas

comerciais, estando em conformidade com a literatura.
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As xantanas pruni (Xp desa) e (Xp ret) ndo apresentaram diferenca significativa
entre os teores de sais. O alto teor de sédio presente na xantana pruni (Xp nat) esta
relacionado com o alcali utilizado no controle de pH durante o processo fermentativo.
Na desacetilacdo quimica foi utilizado NaOH, base forte para remover parcialmente
os ligantes acetilas, onde ocorre a liberacdo de ions em solucdo através da reacao,
onde os ions em excesso podem estar no meio reacional e ndo ligados a molécula.
Em relacdo a xantana pruni (Xp nat), o teor de sddio foi reduzido de 25% e 40% na
xantana pruni (Xp desa) e (Xp ret), respectivamente. O teor elevado de potassio
(4,4%) na xantana pruni cepa 106 (Xp nat), com pH 7 também foi relatado por Klaic,
(2016). Contudo, houve uma maior reducao no teor de potassio de 64% e 80,5% apos

as modificacGes de destilacdo (Xp desa) e reticulacéo (Xp ret), respectivamente.

3.3.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As Figuras 4 e 5 apresentam as imagens de microscopia eletrénica (MEV) das
Xxantanas pruni e comercial, nas formas natural, desacetilada e reticulada, no inicio do
armazenamento (T0) a 25 °C, em diferentes amplitudes.

A partir das imagens de MEV (Figura 4 e 5) pode ser observado que o p6 de
xantana apresentou uma superficie irregular, na forma de aglomerados pequenos e
de bastonetes. A producdo de goma quando combinada com o estresse mecanico, as
altas pressdes e temperaturas, isto acarreta em uma mudanca da estrutura helicoidal
original das suas moléculas, induzindo ao ajuntamento das cadeias laterais e cadeia
principal. Assim, ocasionando uma alteragdo na sua estrutura transformando-as em
bastbes rigidos e causando a quebra das ligacdes intermoleculares originais
(SERENO et al.,, 2007). Jeong et al., (2018) descreveram imagens de MEV
semelhantes ao obtido neste trabalho, onde relataram que o p6 de goma xantana
apresentou uma superficie de particula pequena e compacta.

Na Figura 4 e 5 (C, D, E e F) pode-se observar que as modificagées quimicas
causaram uma mudanc¢a na superficie do pé de goma xantana. Na qual, as gomas
apresentaram uma superficie mais lisa e homogénea, podendo ser justificada devido
a substituicao e a insercao de grupamentos ativos. Assim, ocasionando uma alteracéo
morfolégica e caracteristica nas diferentes gomas. Melo et al., (2009) obtiveram
imagens de MEV semelhantes ao relatado neste estudo, assim corroborando com 0s

resultados obtidos. Onde, os autores verificaram que os filmes que continham goma



xantana exibiram uma superficie bastante irregular e, a medida que a concentracao

de goma xantana aumentava, esta caracteristica se tornava ainda mais pronunciada
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Figura 4. Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) das xantanas naturais e modificadas por
desacetilacdo e reticulacdo. Xantana pruni natural (A) (x2000) e (B) (x3000); Xantana pruni desacetilada
(C) (x2000) e (D) (x3000); xantana pruni reticulada (E) (x2000) e (F) (x3000)
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Figura 5. Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) das xantanas naturais e modificadas por
desacetilacdo e reticulacdo. Xantana comercial natural (A) (x2000) e (B) (x3000); Xantana comercial
desacetilada (C) (x2000) e (D) (x3000); xantana comercial reticulada (E) (x2000) e (F) (x3000)

3.3.4 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

As analises de espectroscopia de infravermelho permitiram caracterizar os
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grupos funcionais das moléculas das xantanas estudadas e analisar diferencas entre
bandas e intensidades relacionadas as modificacbes quimicas realizadas neste
trabalho. Os espectros FTIR das xantanas pruni e comercial, armazenadas a 25 °C e
no inicio do armazenamento (T0), sdo apresentados na Figura 6 (A e B),
respectivamente.

Os espectros caracteristicos da goma xantana apresentaram picos na faixa de
3200 a 3500 cm™ onde observa-se vibracGes de estiramento atribuido ao grupo
hidroxila (OH) associados a ligacdes de hidrogénio do polissacarideo (ZHENG et al.,
2018, KLAIC, 2016). Em 2900 cm™ apresenta vibracdo de estiramento simétrico
acoplados referentes aos grupos metileno (CH2) (YE et al., 2006). Foi caracteristico
também no espectro uma banda larga de intensidade fraca da hidroxila (OH) referente
a ligacéo de hidrogénio intramolecular com C=0, na faixa de 2500 cm™ a 3200 cm™.

Além disso, os espectros revelaram picos na faixa de 1720 cm™ a 1740 cm
referente a deformacdo axial da carbonila (C=0) de ésteres do grupamento acetila
(JIN et al., 2015; COPINET et al., 2000). Na faixa de 1540 cm™ a 1660 cm™ encontra-
se vibracOes de estiramento assimétrico da carbonila (C=0), dos grupos piruvato.
Enguanto a banda de absorcdo em 1360 cm* apresenta deformacao angular simétrica
das ligacbes de C—H do grupo metila (CHs). E observado também estiramentos
simétrico e assimétricos tipicos dos anéis glicosideos (C-O-C) do grupamento éter em
1050 cm e 1160 cm?, respectivamente.

Foi possivel verificar no espectro de FTIR da xantana pruni (Figura 6 - A), uma
alteracdo no espectro da xantana pruni (Xp desa), a qual apresentou uma diminui¢cao
de intensidade na banda 1660 cm™ correspondente ao grupo carbonila (C=0)
presente com maior intensidade na xantana pruni (Xp nat), devido ao grupamento
acetil. Verificou-se também, que a xantana pruni (Xp desa) apresentou maior
intensidade na banda 2900 cm, referente ao grupo hidroxila, devido a reacdo com
NaOH, comprovando o processo de desacetilacéo parcial do biopolimero.

A xantana pruni (Xp ret) apresentou uma diminuicao de intensidade nas bandas
em aproximadamente 1050 cm, 1150 cm™, referentes a deformacéo axial da ligacdo
C-0, dos ésteres metilicos das xantanas reticuladas. Comprovando assim o processo

de modificacdo com glutaraldeido realizado na xantana pruni reticulada.
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Figura 6. Espectros de infravermelho das xantanas naturais e modificadas por desacetilacdo e
reticulagdo. (A) Xantana pruni e (B) Xantana comercial.
* Xp nat - xantana pruni natural, Xp desa - xantana pruni desacetilada, Xp ret - xantana pruni reticulada
com glutaraldeido, Xc nat - xantana comercial natural, Xc desa - xantana comercial desacetilada,
Xc ret - xantana comercial reticulada com glutaraldeido.



54

Observou-se no espectro de FTIR da xantana comercial (Figura 6 - B), além
das bandas caracteristicas mencionadas pela xantana pruni, uma banda caracteristica
na xantana comercial (Xc nat) em 1730 cm™ referente a ligacdo dos ésteres dos
grupos acetil na cadeia lateral do polimero. Essa banda, porém, esta ausente na
xantana comercial (Xc desa), em conformidade com a literatura (JIN et al., 2015;
COPINET et al., 2000). Esse resultado comprova a desacetilagdo termoquimica
realizada com NaOH na xantana (Xc desa).

A xantana comercial (Xc ret) apresentou as mesmas alteracdes nas bandas
caracteristicas da rea¢do com glutaraldeido na reticulacdo observadas para a xantana
pruni. Além disso, foi observado o aparecimento de uma banda na faixa de
aproximadamente 920 cm referente a ligacdo O-H, devido a deformacéo angular na
carboxila (C=0), de &cidos carboxilicos. Foi possivel afirmar através da analise de

espectroscopia de infravermelho que ocorreu a reacéo de reticulacao.

3.4 Caracterizacdo das amostras das xantanas pruni e comercial naturais
e modificadas quimicamente armazenadas nas temperaturas de 25 °C
e 45°C

3.4.1 Teor de acetil das amostras de xantanas

A determinacdo dos contetudos de acetil das xantanas pruni e comerciais,
naturais e desacetiladas, armazenadas a 25 °C e 45 °C, estdo apresentados na
Tabela 5.

Observou-se que as amostras de xantana pruni (Xp nat) e (Xp desa)
armazenadas a 25 °C nao apresentaram diferenca significativa (p<0,05) ao longo dos
meses de armazenamento. Entretanto, as amostras de xantana comercial (Xc nat) e
(Xc desa) armazenadas a 25 °C diferiram significativamente ao nivel de 95% de
significancia, em relagdo aos meses de armazenamento.

As amostras armazenadas a 45 °C apresentaram diferengas estatistica entre
0s primeiros meses de armazenamento (T1) e os demais meses (T2 e T3), exceto a
xantana pruni (Xp desa) que n&do apresentou diferenca significativa ao longo dos
meses de analise.

A desacetilacdo termoquimica parcial pés-fermentativa pode ser comprovada

atraveés do grau de acetilacao realizado nesta analise. A xantana pruni (Xp nat 25 °C)
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apresentou baixo teor de acetil em sua composi¢do ao longo do armazenamento,
1,33% (T0), 0,92% (T1), 1,04% (T2) e 1,05% (T3). Esses resultados estdo em
conformidade com as analises de FTIR, onde ndo apresentou uma banda
caracteristica de éster presente na molécula de acetil, na faixa de 1730 cm™L. Estudos
realizados anteriormente com a mesma cepa bacteriana, relataram conteudos de
acetil superiores; 4,09% (KLAIC, 2016); 2,45% (RODRIGUES, 2010); 4,47%
(PREICHARDT, 2009) e 2,9% (BORGES et al. 2009). Estudos realizados por Oliveira
et al., (2013) encontraram teores de acetil para Xanthomonas arboricola pv pruni
cepas 06 e 82 de 2,76% e 3,29%, respectivamente.

Tabela 5: Teor de acetil (% p p?') das amostras das xantanas pruni e comercial, naturais e
desacetiladas, ao longo do periodo de armazenamento nas temperaturas de 25 °C e 45 °C.

Teor de Acetil (%)

Xantana
T0 T1 T2 T3

Xp nat 25 °C 1,334+ 0,32  0,92A4bc+ 0,24 1,04A¢ + 0,03 1,05%¢ + 0,05
Xpdesa25°C 0,80~°+0,20 0,574°+0,02 0,5749+ 0,02 0,649 + 0,03

Xcnat25°C 4,97AB2+0,13 5,342+ 0,29 4,03%2 + 0,07 4,8082 + 0,03
Xcdesa25°C 0,56A¢+0,05 0,55°¢+0,01 0,36%¢ + 0,09 0,49AB.d + 0,06

Xp nat 45 °C i 1,450 + 0,04 1,15B¢ + 0,06 1,208¢ + 0,06
Xp desa 45 °C i 0,66*° + 0,02 0,51A9€ + 0,11 0,569 + 0,02

Xc nat 45 °C i 5,9342 + 0,55 3,478° + 0,03 4,02B0 + 0,22

- 1,046 + 0,13 0,388 +0,02 0,4984 + 0,05

Xc desa 45 °C

Valores = médias + SD; n = 3 Colunas com letras mindsculas diferentes apresentam diferenca
significativa a partir do teste de Tukey (p<0,05). Linhas com letras mailUsculas diferentes apresentam
diferenca significativa a partir do teste de Tukey (p<0,05).

* Xp nat 25 °C - xantana pruni natural armazenada a 25 °C, Xp desa 25 °C - xantana pruni desacetilada
armazenada a 25 °C, Xc nat 25 °C - xantana comercial natural armazenada a 25 °C, Xc desa 25 °C -
xantana comercial desacetilada armazenada a 25 °C, Xp nat 45 °C - xantana pruni natural armazenada
a 45 °C, Xp desa 45 °C - xantana pruni desacetilada armazenada a 45 °C, Xc nat 45 °C - xantana
comercial natural armazenada a 45 °C, Xc desa 45 °C - xantana comercial desacetilada armazenada a
45 °C. TO - tempo inicial de armazenamento; T1 - apos 3 meses de armazenamento; T2 - apés 6 meses
de armazenamento e T3 - apds 9 meses de armazenamento
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A xantana pruni (Xp desa 25 °C) e (Xp desa 45 °C) apresentaram redugcao nos
grupos acetil de 40% (T0), 38% (T1), 45% (T2), 39% (T3) e 54% (T1), 55% (T2) e 53%
(T3), respectivamente, em relacdo a xantana pruni (Xp nat 25 °C e Xp nat 45 °C).
Entretanto, Klaic (2016) encontrou 93% de remocéo dos grupos acetil para xantana
pruni cepa 106 nas mesmas condi¢des da reacéo de desacetilagédo, evidenciando que
no presente estudo o processo de desacetilacdo termoquimica foi parcial.

A xantana comercial (Xc nat 25 °C) apresenta teores elevados de acetil,
corroborando com os resultados obtidos na analise de FTIR, onde h& presenca de
uma banda acentuada caracteristica da deformacédo axial da carbonila presente na
molécula de acetil na faixa de 1730 cm (JIN et al., 2015; KANG et al., 2019). A
literatura reporta valores de acetil para Xanthomonas campestris muito variados, entre
1,9% e 6,0% (GARCIA-OCHOA et al., 2000); 5,79% (KOOL et al., 2013); 1,3% a 7,7%
(SHATWELL et al., 1990); 0,41% (BUENO e PETRI, 2014); 0,51% a 6,19%
(ABBASZADEH et al., 2015).

As xantanas comercial (Xc desa 25 °C) e (Xc desa 45 °C) apresentaram alto
grau de desacetilacdo: 88% (T0), 90% (T1), 91% (T2), 90% (T3) e 82% (T1), 89% (T2)
e 88% (T3), respectivamente, em relacdo a xantana comercial (Xc nat 25 °C) e
(Xc nat 45 °C). Estudos realizados por Pinto et al., (2011) encontraram 68% de
remocgé&o do grupo acetil para a mesma xantana comercial e condicdo de reacao de
desacetilacdo estudada. Através desses resultados pode-se afirmar que
desacetilacdo termoquimica pds-fermentativa com hidroxido de sédio proporciona alto
grau de desacetilagéo.

Comparando as xantanas armazenadas a 25 °C e 45 °C foi possivel afirmar
gue o0 armazenamento em temperatura 45 °C ndo apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) nos teores de acetil das amostras ao longo do periodo de analise. Exceto a
xantana comercial (Xc nat 25 °C) que mostrou teor de acetil 0,56% (T2) e 0,78% (T3)
superior a xantana comercial (Xc nat 45 °C). Com isso, podemos relatar que o

armazenamento em diferentes temperaturas, nao influencia no teor de acetil.

3.4.2 Teor de piruvato das amostras de xantanas

A determinacdo dos conteudos de piruvato das xantanas pruni e comercial,

naturais e desacetiladas, armazenadas a 25 °C e 45 °C, estdo apresentados na
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Tabela 6.

Tabela 6: Teor de piruvato (% p p?!) das amostras das xantanas pruni e comercial, naturais e
desacetiladas, ao longo do periodo de armazenamento nas temperaturas de 25 °C e 45 °C.

Teor de Piruvato (%)

Xantana
TO T1 T2 T3

Xp nat 45 °C 0,71A¢ + 0,08 0,68Ac+ 0,01 0,73**+0,24 0,83A"+0,34
Xp desa45°C 0,714°+0,18 0,65*¢ + 0,03 0,524+ 0,16  0,66~" + 0,11
Xc nat 45 °C 3,668° + 0,06 3,280 + 0,59 3,11B2+ 0,20 5,142+ 0,17

Xcdesa45°C 5,40°2+0,65 4,66°B2+0,82 3,1782+ 0,04 5,052+ 0,79

Xp nat 45 °C i 0,497°¢ + 0,08 0,404+ 0,003 0,732+ 0,23
Xp desa 45 °C i 0,30%¢ + 0,03 0,33AP+0,02  0,544b+0,37
Xc nat 45 °C i 4,317ABab+ 0,70 3,0782+0,23 5,5742+0,70

_ A,a,b A, A,
Xc desa 45 °C 3,8942b+ 0,568  3,3442+0,15  4,45A2+0,72

Valores = médias + SD; n = 3 Linhas com letras minUsculas diferentes apresentam diferenca
significativa a partir do teste de Tukey (p<0,05). Colunas com letras mailsculas diferentes apresentam
diferenca significativa a partir do teste de Tukey (p<0,05).

* Xp nat 25 °C - xantana pruni natural armazenada a 25 °C, Xp desa 25 °C - xantana pruni desacetilada
armazenada a 25 °C, Xc nat 25 °C - xantana comercial natural armazenada a 25 °C, Xc desa 25 °C -
xantana comercial desacetilada armazenada a 25 °C, Xp nat 45 °C - xantana pruni natural armazenada
a 45 °C, Xp desa 45 °C - xantana pruni desacetilada armazenada a 45 °C, Xc nat 45 °C - xantana
comercial natural armazenada a 45 °C, Xc desa 45 °C - xantana comercial desacetilada armazenada a
45 °C. TO - tempo inicial de armazenamento; T1 - apos 3 meses de armazenamento; T2 - apés 6 meses
de armazenamento e T3 - apds 9 meses de armazenamento

O conteudo de piruvato das amostras de xantana pruni (Xp nat) e (Xp desa),
nas duas condicfes de armazenamento (25 °C e 45 °C), ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) ao longo do periodo de armazenamento. A xantana pruni
(Xp nat) apresentou baixos teores de piruvato em sua composi¢ao durante o periodo
de armazenamento, tendo como teor inicial a 25 °C de 0,71% (TO). A literatura relata
valores de piruvato para a mesma cepa bacteriana estudada neste trabalho: 1,93%
(RODRIGUES, 2010); 1,26% (PREICHARDT, 2009); 0,79% (BORGES et al., 2009);

0,63% (KLAIC, 2016). E para diferentes cepas do mesmo patovar foram determinados
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por Oliveira et al., (2013) teores de piruvato de 2,48% para cepa 06 e 3,34% para a
cepa 82. Dessa maneira evidencia-se que os teores de piruvato podem variar devido
ao processo de fermentacdo e com a cepa utilizada.

A modificacdo quimica por desacetilacdo termoquimica poés-fermentativa da
xantana pruni (Xp desa), nas duas condi¢cdes de armazenamento (25 °C e 45 °C), nao
diferiu significativamente da xantana pruni (Xp nat) ao nivel de 95% de significancia.
Comprovando que a reacao de desacetilacdo empregada no biopolimero ndo causou
mudancas nos substituintes piruvato.

A xantana comercial (Xc nat 25 °C) e (Xc desa 25 °C) apresentaram teores de
piruvato diferentes estatisticamente (p<0,05), porém valores muito proximos. Os
teores de piruvato para a xantana comercial (Xc nat) ao longo do periodo de
armazenamento a 25 °C e 45 °C, estdo dentro do relatado na literatura por Garcia-
Ochoa et al., (2000) que estabelece um limite de 1 a 5,7% para xantanas produzidas
por Xanthomonas campestris. Abbaszadeh et al.,, (2015) e Erten et al., (2014)
encontraram teores de piruvato de 0,50% a 6,98% e 2,2% a 6,5% respectivamente,
para a xantana comercial DuPonte. Pinto et al., (2011), relataram teores de piruvato
de 3,6% para a xantana Jungbunzlauer.

Relacionando a xantana pruni e xantana comercial, observou-se ao longo do
armazenamento um baixo teor de piruvato nas xantanas produzidas por Xanthomonas
arboricula pv pruni. Os substituintes acetil e piruvato dependem da cepa bacteriana e
das condicbes de fermentacdo. O armazenamento a temperaturas de 45 °C das
xantanas pruni e comercial, naturais e desacetiladas, ndo apresentaram alteracdes
em seu conteldo de piruvato em relacdo as xantanas armazenadas a 25 °C, ao longo
do armazenamento. Desse modo, pode-se afirmar que ndo houve degradacdo nos

substituintes piruvato.

3.4.2 Grau de intumescimento (Gl)

A determinacdo do grau de intumescimento (Gl) foi realizada para avaliar a
capacidade de retencdo de agua das xantanas pruni e comercial, naturais e
modificadas, armazenadas nas temperaturas de 25 °C e 45 °C, conforme apresentado

nas Figuras 7 e 8.
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Figura 7. Grau de intumescimento da xantana pruni natural (Xp nat), desacetilada (Xp desa) e
reticulada (Xp ret). (A), (B) e (C) armazenadas a 25 °C; (D), (E) e (F) armazenadas a 45 °C. T1 - ap6s
3 meses de armazenamento; T2 - apds 6 meses de armazenamento e T3 - apds 9 meses de
armazenamento.
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Figura 8. Grau de intumescimento da xantana comercial (Xc nat), desacetilada (Xc desa) e reticulada
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(Xc ret). (A), (B) e (C) armazenadas a 25 °C; (D), (E) e (F) armazenadas a 45 °C. T1 - apds 3 meses

de armazenamento; T2 - apds 6 meses de armazenamento e T3 - apos 9 meses de armazenamento.

Na Figura 7 (A, B, D e E) pode-se observar um aumento no grau de

intumescimento das xantanas pruni (Xp nat T1, T2, T3 a 25 °C), (Xp desa T1,T2,T3 a
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25 °C), XpnatT1,T2,T3a45 °C)e (XpdesaT1,T2,T3a 45 °C), ao decorrer da analise
até atingir o equilibrio através da saturacdo na adsor¢do da agua. Ainda, observa-se
que o primeiro periodo de armazenamento (T1l) apresentou maior grau de
intumescimento até o ponto de saturacao, onde iguala-se aos demais periodos.

As xantanas pruni (Xp ret 25°C) e (Xp ret 45°C) apresentaram
comportamentos distintos das demais amostras, sendo o menor grau de
intumescimento e com o passar do periodo de armazenamento, ocorreu a diminuigao
da capacidade de inchamento, conforme mostrado na Figura 7 (C e F). Para a xantana
pruni (Xp ret 45 °C), observa-se na Figura 7 (F) somente dois pontos de retirada de
amostra (15min e 30min) pois estas apresentaram-se instaveis, onde pequenas
particulas insolaveis se dissolveram. Isso pode ter ocorrido devido a reticulagéo parcial
das cadeias do polimero o que impossibilitou o intumescimento da amostra. Diante
disso, a reticulacdo com glutaraldeido pode formar uma rede tridimensional
polimérica, o qual ocupa os sitios capazes de adsorver 4gua, e assim, influenciando
no seu inchamento e afetando diretamente na solubilidade das amostras.

Segundo Goncalves et al., (2005) que estudou os efeitos da reticulacdo da
quitosana com glutaraldeido e eplicloridrina, o alto grau de reticulacdo leva a um
menor grau de inchamento, e uma baixa reticulacdo pode ocasionar uma deterioracao
das esferas. Além disso, os autores ressaltam que o mecanismo de intumescimento
envolve o relaxamento da estrutura devido a repulsdo eletrostatica exercida entre as
cadeias polimérica e a dissociacdo de interacdes secundarias, pontes de hidrogénio,
seguidas do inchamento.

Segundo Kang et al., (2019), que estudaram a caracterizacao de hidrogéis a
base de xantana com adicéo de ion ferro, ap6s a perda da agua livre do polimero, a
estrutura reticulada dos hidrogéis torna-se densa e mais compacta com a crescente
densidade de reticulagéo.

Bueno et al., (2013) através do estudo do comportamento da sintese e
intumescimento de hidrogéis a base de xantana, relataram que o mecanismo inicial
da adsorcdo de 4gua ndo depende da composi¢do do hidrogel reticulado, e sim da
passagem do solvente por poros interconectados sem interacdo com cadeias
poliméricas. Ja o inchamento apds a fase inicial, pode ser controlado pela composicéo
do hidrogel e as interagfes entre o solvente e cadeias poliméricas.

Comparando as xantanas pruni (Xp nat), (Xp desa), (Xp ret) nas duas

condi¢cBes de armazenamento (25 °C e 45 °C), em todas os periodos de analise (T1,
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T2 e T3), a goma xantana pruni desacetilada apresentou maior grau de
intumescimento (66% T1, 66% T2, 69% T3 a 25°C e 69% T1, 65% T2, 70% T3 a
45 °C), devido a reacédo de desacetilacdo substituir os grupamentos acetil e preencher
com grupos hidroxilas, que favorece a interacdo com moléculas de agua, o que
provavelmente ocorre através da ligacdo de hidrogénio, aumentando o grau de
inchamento (BANEGAS et al., 2013).

A Figura 8 apresenta o comportamento da xantana comercial natural e
modificadas quimicamente por desacetilacdo e reticulacdo, nas duas condicbes de
armazenamento (25 °C e 45 °C) e nos periodos analisados (T1, T2, T3). Pode-se
observar um aumento no grau de intumescimento com o transcorrer da andlise para
todas as xantanas comerciais. Esse aumento é devido a interacdes hidrofilicas da
matriz com o solvente, levando ao relaxamento molecular e expandindo a matriz
polimérica, até a saturacdo completa da matriz, ponto de equilibrio (SUKRITI et al.,
2017).

Foi possivel verificar que o grau de intumescimento das amostras de xantana
comercial armazenadas a 25 °C foi maior no inicio do periodo de armazenamento
(T1), havendo uma diminui¢do do teor de adsorcdo de agua durante as andlises ao
longo do armazenamento (T2 e T3). E possivel observar para todas as amostras de
xantana ao longo do armazenamento (T1, T2 e T3) e nas duas condi¢bes de
temperatura (25 °C e 45 °C) que o ponto de equilibrio do grau de inchamento das
amostras foi de 150min de analise.

Analisando as condi¢cdes de armazenamento (25 °C e 45 °C) das xantanas
comerciais natural e modificadas, observa-se que em armazenamento a 25 °C a
xantana comercial (Xc desa 25 °C) apresentou menor grau de inchamento em todas
as etapas de andlise (T1, T2 e T3). Em contrapartida, o armazenamento a 45 °C a
xantana comercial (Xc ret 45 °C) apresentou menor grau de inchamento em todas as
etapas de analise (T1, T2 e T3).

O comportamento das esferas ao longo do periodo das analises do grau de
intumescimento, podem ser visualizados através das Figuras 9 e 10. Ao observar as
esferas nas diferentes etapas da analise de intumescimento (a - inicio da analise e
b - fim do periodo da analise) ao longo do armazenamento, pode-se notar que as
xantanas pruni (Xp ret 25 °C) e (Xp ret 45 °C) possui um processo diferenciado de

inchamento das demais xantanas pruni.
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T1 T2 T3

Xp desa 45 °C Xp nat 45 °C Xp ret 25 °C Xp desa 25 °C Xp nat 25 °C

Xp ret 45 °C

Figura 9. Foto da andlise do grau de intumescimento das amostras das xantanas pruni natural (Xp nat),
desacetilada (Xp desa) e reticulada (Xp ret), armazenadas a 25 °C e 45 °C. T1 - ap6s 3 meses de
armazenamento; T2 - ap0s 6 meses de armazenamento e T3 - apds 9 meses de armazenamento. a -
tempo inicial da analise e b - tempo final da analise.
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Xc desa 45 °C Xc nat 45 °C Xcret 25 °C Xc desa 25 °C Xc nat 25 °C

Xcret 45 °C

Figura 10. Foto da andlise do grau de intumescimento das amostras das xantanas comercial natural
(Xc nat), desacetilada (Xc desa) e reticulada (Xc ret), armazenadas a 25 °C e 45 °C. T1 - ap6s 3 meses
de armazenamento; T2 - ap0s 6 meses de armazenamento e T3 - apos 9 meses de armazenamento.
a - tempo inicial da analie e b - tempo final da analise.
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Percebe-se no inicio da analise (tempo - a) que em alguns instantes as esferas
ja comecgaram a perder massa, impedindo seu inchamento, no final da andlise (tempo
- b), as esferas encontram-se com grande parte do seu contetudo disperso na agua,
nao formando uma solucdo homogénea, pois a massa do polimero que ndo estava
reticulada permaneceu no fundo do recipiente. Corroborando com os dados
apresentados na Figura 7 (C e F).

Na Figura 9, observa-se que a xantana pruni (Xp nat) e (Xp desa) para as duas
condicBes de temperatura (25 °C e 45 °C), apresentaram comportamento semelhante,
onde ambas as amostras apresentaram esferas intumescidas no final do periodo da
andlise (tempo - b). A xantana comercial (Xc nat), (Xc desa) e (Xc ret) nas duas
condicbes de armazenamento 25°C e 45°C, apresentaram comportamentos
similares ao grau de intumescimento, conforme ilustrado na Figura 10.

Outro resultado relevante neste trabalho, refere-se a comparacdo do
comportamento do grau de intumescimento das esferas das xantanas pruni e
comercial, reticuladas com glutaraldeido, As xantanas pruni (Xp ret 25 °C) e (Xp ret
45 °C), demonstraram uma grande perda de massa, afetando a sua solubilidade,

enguanto a xantana comercial (Xc ret 25 °C), obteve um grau de inchamento superior.

3.4.3 Andlises reoldgicas

As curvas de viscosidade das amostras das xantanas pruni e comercial em
todos os periodos e temperaturas analisados foram verificadas quanto ao ajuste ao
modelo de Ostwald-de-Waele (modelo da poténcia) e todas apresentaram correlacao
superior a 0,99.

As xantanas pruni e comercial nas trés formas estudadas (natural, desacetilada
e reticulada) apresentaram altos niveis de pseudoplasticidade, que € o decréscimo da
viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento aplicada. Este comportamento
é atribuido a presenca de aglomerados que envolvem ligagcées do tipo pontes de
hidrogénio e a pontos de entrelagamentos entre as moléculas de xantana em solugéo.
Com o aumento da taxa de cisalhamento aplicada, as moléculas tendem a alinhar-se
na dire¢cdo do movimento, diminuindo assim a viscosidade, como pode ser observado
nas Figuras 11 e 12.

Tal comportamento é caracteristico desse biopolimero (KUPPUSWAMI, 2014).

Porém, a amostra de xantana pruni (Xp ret 45 °C) apresentou o menor nivel de
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pseudoplasticidade nos tempos de armazenamento estudados (Figura 11 - F). Para

possibilitar a comparacao dos valores de viscosidade entre as amostras sera utilizada

a taxa de deformacéo de 100 s,
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Figura 11. Viscosidade das solu¢cdes aquosas das xantanas pruni natural (Xp nat), desacetilada
(Xp desa) e reticulada (Xp ret). (A), (B) e (C) armazenadas a 25 °C; (D), (E) e (F) armazenadas a 45 °C.
TO - tempo inicial; T1 - apés 3 meses de armazenamento; T2 - apds 6 meses de armazenamento e T3
- ap6s 9 meses de armazenamento.
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Figura 12. Viscosidade das solu¢gBes aquosas das xantanas comercial natural (Xc nat), desacetilada
(Xc desa) e reticulada (Xc ret). (A), (B) e (C) armazenadas a 25 °C; (D), (E) e (F) armazenadas a 45 °C.
TO - tempo inicial; T1 - ap6s 3 meses de armazenamento; T2 - ap6s 6 meses de armazenamento e T3
- apbs 9 meses de armazenamento.

A viscosidade da xantana pruni (Xp nat 25 °C) ndo apresentou variagao entre
os tempos de armazenamento, sendo os valores encontrados de 86,1 (T0), 94,6 (T1),
88,6 (T2) e 89,6 (T3), (Figura 11 - A). Ja para as xantanas pruni (Xp desa 25 °C) e
(Xp ret 25 °C), os valores de viscosidade foram superiores aos observados para a
xantana pruni (Xp nat 25 °C) sendo para a desacetilada de 113,0 (T0), 122,0 (T1),
124,0 (T2) e 130,0 (T3) e para a reticulada de 230,0 (T0), 253,0 (T1), 136,0 (T2) e
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178,0 (T3) (Figuras 11 - B e C). Entretanto, observa-se que para a xantana pruni
(Xp ret 25 °C) nos periodos de armazenamento (T2) e (T3), houve decréscimo na
viscosidade em comparacéo aos periodos (T0) e (T1).

A xantana pruni (Xp nat 45 °C) apresentou um aumento em sua viscosidade
durante o periodo de armazenamento em relagdo ao tempo inicial (TO), sendo os
valores encontrados de 86,1 (T0), 106,0 (T1), 115,0 (T2) e 113,0 (T3), (Figura 11 - D),
sendo os valores de viscosidade durante o armazenamento a 45 °C superiores aos
valores determinados a 25 °C. O mesmo comportamento foi observado para a xantana
pruni (Xp desa 45 °C) com valores de 113.0 (T0), 146,0 (T1), 203,0 (T2) e 222,0 (T3),
(Figura 11 - E), sendo estas viscosidade superiores as determinadas para amostra
armazenada a 25 °C. A xantana pruni (Xp ret 45 °C), apresentou decréscimo de
viscosidade em todos os periodos de armazenamento, com valores de 230,0 (T0),
41,6 (T1), 16,3 (T2) e 25,8 (T3) (Figura 11 - F), sendo esses valores muito inferiores
aos observados para a amostra armazenada a 25 °C.

A viscosidade da xantana pruni variam de acordo com a cepa utilizada e as
condicBes de fermentacdo, como pode ser observado nos trabalhos desenvolvidos
por Oliveira et al., (2013) que verificaram viscosidade de 70,0 mPa s para cepa 06,
45,0 mPa s para a cepa 82 e 57,0 mPa s para a cepa 106; Borges et al., (2009)
verificaram valor de 45,0 mPa s para a cepa 106, sendo estes valores inferiores ao
determinado no presente estudo de 121,0 mPa s, entretanto Klaic, (2016) obteve
viscosidade de 208 mPa s para a mesma cepa utilizada neste trabalho. Além das
diferencas citadas, ainda é importante notar que o tratamento térmico aplicado apdés
0 processo fermentativo, o qual ocorreu com a xantana pruni e a comercial, faz com
qgue a estrutura molecular da xantana passe para a conformacdo de desordem
(random coil) e o subsequente resfriamento leva a estrutura a sua forma renaturada
na qual sdo formados os entrelacamentos e agregados (MOFFAT et al.,, 2016;
MORRIS, 2019).

Os resultados do processo termoquimico de desacetilagédo para a xantana pruni
a 25 °C mostraram um aumento da viscosidade, resultado contrario ao observado por
Klaic, (2016), onde houve leve diminuicdo da viscosidade. Tal fato pode estar
associado ao grau de desacetilacao obtido, pois no presente estudo a diminuicdo do
teor de acetil foi inferior ao atingido por Klaic, (2016), obtendo-se uma xantana
parcialmente desacetilada. Com relacdo ao processo de reticulacdo, Klaic, (2016)

obteve valor de viscosidade em torno 1100,0 mPa s, sendo superior ao determinado
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no presente estudo, entretanto ambos estudos apresentaram 0 mesmo
comportamento, isto €, aumento da viscosidade devido ao processo de reticulacao.

Para a xantana pruni, o processo de desacetilacao foi favoravel para o aumento
da viscosidade, especialmente quando armazenada a 45 °C.Ja o processo de
reticulacdo mostrou ser aplicavel para aumentar a viscosidade em um curto periodo
de tempo, no maximo 3 meses a 25 °C, pois as amostras diminuiram a viscosidade
apos esse periodo e mais drasticamente com o armazenamento a 45 °C. Tal
diminuicao esta relacionada a nao solubilizac&o total da amostra, mostrando que esse
processo quimico tende a tornar a xantana insoltvel (Figura 9).

Esses resultados corroboram com a andlise de intumescimento, onde a
xantana pruni (Xp ret 25 °C) apresentou uma diminuicdo do grau de inchamento ao
longo dos meses (Figura 7 - C). Além disso, a xantana pruni (Xp ret 45 °C) demonstrou
um decréscimo de inchamento ao longo das analises (Figura 7 - F). Esse resultado é
influenciado pela reticulagcdo com glutaraldeido, o qual substitui parte dos grupos
hidroxila e provoca uma alteracdo na estrutura do polimero.

A xantana comercial (Xc nat 25 °C) apresentou diminui¢ao da viscosidade apés
o primeiro periodo de armazenamento (T1l) apos o qual manteve os valores de
viscosidade similares, sendo de 121,0 (T0), 94,6 (T1), 102,0 (T2) e 105,0 (T3), (Figura
12 - A). O mesmo comportamento foi observado para a xantana comercial
(Xc desa 25 °C), sendo os valores de viscosidade de 131,0 (T0), 122,0 (T1), 128,0
(T2) e 130,0 (T3), (Figura 12 - B). Para a xantana comercial (Xc ret 25 °C) foi
observado aumento significativo da viscosidade nos periodos de armazenamento,
sendo os valores de 121,0 (T0), 171,0 (T1), 271,0 (T2) e 263,0 (T3), (Figura 12 - C).

A xantana comercial (Xc nat 45 °C) apresentou aumento da viscosidade
durante o periodo de armazenamento em relagdo ao tempo inicial (TO), sendo os
valores encontrados de 121,0 (T0), 126,0 (T1), 224,0 (T2) e 405,0 (T3), (Figura 12 - D),
sendo os valores de viscosidade durante o armazenamento a 45 °C superiores aos
valores determinados a 25 °C. O mesmo comportamento foi observado para a xantana
comercial (Xc desa 45 °C) com valores de 131.0 (T0), 132,0 (T1), 160,0 (T2) e 187,0
(T3), (Figura 12 - E), sendo estas viscosidade superiores as determinadas para a
amostra armazenada a 25 °C. A xantana comercial (Xc ret 45 °C), apresentou
decréscimo na viscosidade em todos os periodos de armazenamento, com valores de
121,0 (TO), 120,0 (T1), 145,0 (T2) e 93,1 (T3), (Figura 12 - F), sendo esses valores

muito inferiores aos observados para a amostra armazenada a 25 °C.
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Para a xantana comercial é possivel observar que o processo de desacetilagéo
foi favoravel para o aumento da viscosidade, especialmente quando armazenada a
25 °C. Ja o processo de reticulacdo mostrou ser aplicavel para aumentar a viscosidade
guando armazenada a 25 °C, e desfavoravel quando armazenada a 45 °C.

Os valores da viscosidade da xantana comercial natural variam na literatura,
sendo descrito por Oliveira et al., (2013) para Xanvis (CP Kelco - USA) em torno de
90 mPa s e por Pinto et al., (2011) para Jungbunzlauer de 76,9 mPa s, enquanto a
analisada no presente estudo apresentou valor de 121,0 mPa s.

Para Pinto et al., (2011) o processo de desacetilagdo da xantana comercial
Jungbunzlauer apresentou aumento da viscosidade, de acordo com os resultados
desse estudo, entretanto os autores determinaram valor inferior (73,0 mPa s) ao
obtido. Tal fato foi esclarecido por Renou et al., (2013) mostrando que o processo de
desacetilagdo aumenta a estrutura ordenada da molécula de xantana e,
consequentemente sua viscosidade. O mesmo comportamento foi relatado por Wang
et al., (2013) que estudaram a xantana comercial Keltrol (CP KELCO - USA) em
variados graus de desacetilacdo e observaram aumento da fluidez e viscosidade.

Comparando as xantanas pruni e comercial naturais, observa-se que a xantana
pruni apresentou valores de viscosidade inferiores em ambas temperaturas e periodos
de armazenamento. No processo de desacetilacdo termoquimica, apresentaram
valores semelhantes de viscosidade a 25 °C, mas a 45 °C a xantana pruni (Xp desa
45 °C) apresentou maior incremento na viscosidade para os periodos de
armazenamento (T2) e (T3). No processo de reticulagdo, os comportamentos foram
distintos na temperatura de 25 °C, pois a xantana pruni diminuiu a viscosidade durante
0 armazenamento enquanto a xantana comercial aumentou. Entretanto, no
armazenamento a 45 °C ambas xantanas apresentam comportamento semelhante,
isto €, ocorreu diminuicdo nos valores de viscosidade durante o periodo de
armazenamento. Tal fato evidencia a instabilidade das xantanas reticuladas quando

armazenadas a 45 °C.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel comprovar as diferencas nas propriedades da
xantana pruni sintetizada por Xanthomonas arboricola pv pruni cepa 106 e da xantana
comercial, em relacdo as modificacbes quimicas realizadas por desacetilacdo e
reticulacdo, durante o periodo de armazenamento sob duas condicbes de
temperaturas (25 °C e 45 °C).

A xantana pruni natural (25 °C e 45 °C) é composta por baixo teor de acetil. A
desacetilagdo reduziu ainda mais o teor de acetil na molécula, proporcionando um
aumento na viscosidade. A xantana comercial natural (25 °C e 45 °C) apresentou em
sua composicao, um elevado teor de acetil, e a modificacdo termoquimica provou ser
eficiente com a remocdo dos grupos acetila em torno de 87%. A desacetilacdo
proporcionou um incremento na viscosidade. Em relagcdo ao substituinte piruvato,
conclui-se que a temperatura de armazenamento e as modificacbes quimicas
realizadas, néo influenciaram o teor desse substituinte nas xantanas estudadas.

Pode-se concluir que a xantana pruni natural e desacetilada, e a xantana
comercial natural, desacetilada e reticulada, em ambas temperaturas (25 °C e 45 °C)
apresentaram um aumento no grau de intumescimento com o passar do tempo de
analise. A xantana pruni reticulada (25 °C e 45 °C) apresentaram um decréscimo no
grau de inchamento e na viscosidade. Comprovando que a reticulacdo da xantana
com glutaraldeido afeta diretamente na solubilidade. A xantana comercial reticulada a
25 °C, demonstrou um incremento na sua viscosidade. Entretanto, a armazenada
45 °C apresentou uma diminuicdo na sua viscosidade ao longo do periodo de
estocagem.

O estudo da caracterizacdo das propriedades das xantanas pruni e comercial,
naturais e modificadas quimicamente ao longo de um periodo de 9 meses de
armazenamento, sob diferentes temperaturas, causou alteracbes nas xantanas. A
realizagdo de modificagBes quimicas em um biopolimero proporciona novos produtos

com caracteristicas especificas.
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5 CONCLUSAO GERAL

O estudo da caracterizacao das propriedades das xantanas pruni e comercial,
naturais e modificadas quimicamente ao longo de um periodo de 9 meses de
armazenamento, sob diferentes temperaturas (25 °C e 45 °C), promoveu alteracdes
nas xantanas. De forma geral, a temperatura de 45 °C mostrou alteracbes no grau de
intumescimento e nos parametros reoldgicos das xantanas. A desacetilagdo mostrou-
se eficaz e influenciou nos parametros reoldgicos. Ja a reticulacao influenciou as
propriedades reoldgicas e de intumescimento. Entretanto, é necessario um estudo
mais ampliado sobre o grau de reticulacdo, que pode proporcionar alteracées na
solubilidade da goma.
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