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Resumo

A xantana é um hidrocoloide produzido por fermentagcdo aerobia de aciicares a partir de bactérias
do género Xanthomonas. Suas propriedades reolégicas sdo determinadas pela composicdo quimica
e massa molar. As condicdes de producdo e pos tratamento fermentativo podem influenciar na
composicdo quimica e, consequentemente, na viscosidade. O objetivo deste trabalho foi determinar
e comparar a composicdo quimica e viscosidade de solugcoes de xantanas produzidas pela cepa EEI
de Xanthomonas arboricola pv pruni, em dois diferentes tempos de fermentacdo (66h e 72h),
tratadas e ndo tratadas termicamente. Neste estudo o tempo de fermentacdo aumentou o teor de
radicais acetil e piruvato, assim como o conteiido de glicose, enquanto que o tratamento térmico
diminuiu estes mesmos parametros. Também foi observada a ocorréncia de interacdo entre os

fatores conteilido de acticares, acetil e piruvato e sua influéncia na viscosidade dos polimeros.
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1. Introducao

A xantana € um hidrocoléide exopolissacarideo anionico, produzido industrialmente por
fermentagdo aerdbia de agucar por culturas de Xanthomonas campestris (LILLY, 1958). Entretanto,
as outras espécies de Xanthomonas também sao capazes de produzir xantana, com eficiéncia e
qualidade varidvel (SUTHERLAND, 1982; HAYWARD, 1993; ROTTAVA, 2005; MAYER,
2006). Apesar de possuir custo mais elevado que os polimeros utilizados tradicionalmente, a
xantana € o Unico que apresenta simultaneamente alta viscosidade (elevada capacidade espessante,

suspensiva e lubrificante) e pseudoplasticidade (diminuicdo da viscosidade com o aumento do
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cisalhamento, diminuindo a sensacdo de gomosidade na boca e facilitando operacdes de

bombeamento, por exemplo) e uma certa tixotropia (recupera rdpido, mas ndo totalmente, a
viscosidade do fluido quando cessado o cisalhamento) em baixas concentracdes (proporcionando
economia); apresenta elevada estabilidade térmica e iOnica numa ampla faixa de pH, quando
comparada a outros polimeros (COTRELL, 1979; SUTHERLAND, 1982; GARCIA-OCHOA,
2000); € facilmente biodegraddvel e ndo apresenta nenhuma toxicidade (COTRELL, 1980;
PARFITT, 1989). Isto torna a xantana um biopolimero de uso multiplo (MORRIS, 1984).

As propriedades exibidas pela xantana sdo determinadas por sua composicdo quimica
(monossacarideos e derivados e radicais acetil e pirtvico), ligacdes, arranjo e massa molar. Essas
caracteristicas podem ser alteradas por mudancgas na espécie, patovar ou cepa (MORRIS, 1984;
SUTHERLAND, 1993; MOREIRA et al. 2001), além das condi¢cdes de crescimento, como
composi¢do do meio (CADMUS et al., 1978; TORRES et al., 1993) e concentragdo do indculo
(PAN et al., 2000); parametros do processo fermentativo como aeracao, agitacdo, temperatura, pH
(MORRIS, 1984; GARCIA-OCHOA, 2000; BORGES et al., 2008a) e tempo de cultivo
(VENDRUSCOLO et al., 2000) e ainda tratamentos pds fermentativos (BORGES et al., 2008b).
Estas modificagdes podem promover melhoras no comportamento reolégico do polimero e, até
mesmo, na estabilidade térmica e compatibilidade deste com sais inorganicos; estes sais podem ser
residuais do processo fermentativo, adicionados intencionalmente ao polimero para melhoria de
caracteristicas como solubilidade, ou fazerem parte da composi¢do do produto onde a xantana sera
utilizada. A xantana também pode ser modificada através da reacdo de desacetilacdo, onde ocorre a
remocdo dos grupos acetil, presentes na cadeia lateral da molécula (TAKO e NAKAMURA, 1984).
Para alguns autores, a desacetilacdo da xantana possibilita sua intera¢cdo com outros polissacarideos,
como a goma guar, gerando solucdes de viscosidade superior e custo inferior a xantana utilizada
isoladamente. Adicionalmente, a mistura polimérica pode ser crosslinkada, resultando em um novo
material com maior resisténcia térmica (SHATWELL e SUTHERLAND, 1990 e 1991).

O objetivo deste trabalho foi determinar e comparar a composi¢do quimica e viscosidade de
solucdes de xantanas produzidas pela cepa EEI de Xanthomonas arboricola pv pruni, em dois

diferentes tempos de fermentacao (66h e 72h), tratadas e nao tratadas termicamente.

2. Material e Métodos

2.1 Polimeros utilizados
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Xantanas produzidas por fermentacdo aerdbia de agucar pela bactéria Xanthomonas

arboricola pv pruni cepa EEIL em 66h e 72h, com e sem tratamento térmico do caldo fermentado

centrifugado (E/C e NE/C, respectivamente), segundo Vendruscolo et al., 2006.

2.2 Determinacao de monossacarideos e derivados

As xantanas produzidas foram hidrolisadas em tubos fechados com solu¢do de 4acido
cloridrico 2N, na propor¢ao de 3:100 (m/v), em banho-maria a 80°C por 16 horas. Apds, o produto
da hidrdlise foi centrifugado a 16000G durante Smin para remog¢do dos residuos insoluveis, que
foram desprezados.

A determinagdo dos monossacarideos e 4cido derivado componentes das xantanas foi
realizada por cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC); os padrdes utilizados foram
glicose, ramnose, manose e dcido glicurdnico. Trés uL foram aplicados das amostras hidrolisadas e
dos padrdes em cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 F,ss (Merk) e eluidos com
cloroférmio:metanol:dcido acético:dgua na proporcao de 40:40:10:10 (v/v/v/v). As cromatofolhas
foram reveladas com o reagente anisaldeido sulfirico, apds aquecimento a 100°C. As bandas foram

visualizadas e documentadas com auxilio de scaner hp (MOREIRA et al., 1998).

2.3 Determinacao do grau de acetilacao

A determinacdo quantitativa de grupos acetil presentes nas amostras de xantana foi realizada
através de andlise colorimétrica, segundo método preconizado por McComb e McCready (1957). A
curva padrio foi elaborada a partir de solucéo de B-D-glicose pentacetato em SmL de dlcool etilico,
a qual teve seu volume completado com dgua destilada para 100mL.

Adicionou-se 0,1g do biopolimero a 25mL de solucdo de hidroxilamina 3,75% (m/v) e
agitado por 15 min. Em seguida, foi acrescentado 25mL de solucdo de hidréxido de sédio 9,4%
(m/v), esta solugdo foi agitada até completa dissolucao do biopolimero. Uma aliquota de 2mL desta
solucdo foi transferida para baldo volumétrico de 25mL, onde foi acrescentado SmL de dgua, SmL
de solucdo metanodlica acida 70,4% (v/v); o volume foi completado com solu¢do de perclorato
férrico. A concentragdo de acetil foi determinada através da leitura da absorbancia das amostras no

comprimento de onda de 520nm em espectrofotometro (Pharmacia Biotech Ultrospec 2000).

2.4 Determinacio do grau de piruvataciao
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A determinagdo quantitativa de grupos de piruvato nas xantanas foi realizada através de
andlise colorimétrica, a curva padrdo foi elaborada a partir de uma soluc@o de piruvato de sédio
O,lmolL’l; para o procedimento, uma solu¢do de 0,4% (m/v) do polissacarideo foi hidrolisada em
acido cloridrico 2N por 3 horas a 90°C. Uma aliquota de 2mL deste hidrolisado reagiu com 1mL de
2,4-dinitrofenilhidrazina (0,5% de dinitrofenilhidrazina em uma solucdo de 4cido cloridrico 2N) por
5 min. A esta mistura foi adicionado SmL de acetato de etila e apds, a fase aquosa foi descartada.
Em seguida procedeu-se a extra¢cdo multipla, acrescentando trés por¢des de SmL de carbonato de
s6dio 10% (m/v), o extrato de interesse foi diluido a 25mL com adi¢do de carbonato de s6dio 10%
(m/v). A concentracdo de piruvato foi determinada pela medida da absorbancia das amostras em
375nm em espectrofotometro (Pharmacia Biotech Ultrospec 2000) (SLONECKER e ORENTAS,
1962).

2.5 Reometria

Foram preparadas solugdes aquosas de cada polimero a 0,5% (p/v) em 4gua deionizada,
contendo os conservantes metilparabeno (0,1%) e propilparabeno (0,05%), e agitadas por 2 h a
temperatura ambiente, mantidas sob banho-maria a 60°C por 20 min (DIAZ, 2002). Apés 24h,
foram realizadas as leituras em redmetro Haake RS 150, com sistema de cilindros coaxiais € sensor

DG 41, a 25°C, nas taxas de deformacdo de 0,01 s™ a 1000 s™, durante 300s

3. Resultados e Discussao

3.1 Actcares e derivados componentes

As quatro amostras analisadas possuem em sua composicao quimica manose, glicose, acido
glicurébnico e ramnose, conforme o esperado para polimeros produzidos por Xanthomonas
arboricola pv pruni (MOREIRA et al., 1998). Os valores de Rf (fator de retencdo) para os
monossacarideos glicose, manose e ramnose, no sistema utilizado, foram de 0,61, 0,63 e 0,76,
respectivamente, e 0,36 para o dcido glicurdnico.

Sloneker e Jeanes (1962) mostraram que a xantana comercial, produzida pela cepa NRLL b-
1459 De Xanthomonas campestris pv campestris consiste de D-glicose, D-manose, D-acido

glicurdnico e residuos de dcido acético e pirtivico. No entanto, numerosos estudos tém mostrado
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que diferentes cepas de Xanthomonas e condi¢des de cultivo podem produzir polimeros com

diferentes composi¢des (SUTHERLAND, 1983). A presenca de outros acticares e dcidos derivados
pode facilmente ser detectada pela técnica de cromatografia de camada delgada comparativa.
Pequenas diferengas entre os teores destes componentes, entretanto, ndo podem ser detectadas por
esta técnica (MOREIRA et al., 1998; MOREIRA et al., 2001).

Os polimeros produzidos em 72h apresentaram maior conteido de glicose que aqueles
produzidos em 66h, a julgar pelo tamanho e intensidade da coloracdo das respectivas manchas. Em
relagcdo ao tratamento térmico pds-fermentativo, parece ter ocasionado uma redugao no conteido de
glicose em relacdo ao de manose. A xantana pode sofrer hidrdlise parcial durante tratamento
térmico (SMITH e PACE, 1982; CALLET et al., 1989; BORGES et al., 2008b), o que pode
resultar ndo s6 em reducdo da massa molar (BORGES et al., 2008b ) como em alteragdo em sua
composi¢do quimica quantitativa (proporcao entre os mondmeros de agucares e derivados), o que

parece ter ocorrido no presente estudo.

3.2 Determinacao do grau de acetilacao e piruvataciao

Os valores de acetil e piruvato das xantanas analisadas estdo apresentados na Tabela 1. Os
polimeros de 72h apresentaram maior teor de acetil e piruvato, em relagdo aos polimeros de 66h. O
tratamento térmico ocasionou redugdo desses valores para ambos; entretanto, isto foi mais
acentuado no polimero de 72h. A reducao nos teores de acetil e piruvato ocasionadas pela aplicacio
de tratamento térmico pds-fermentativo ja tem sido relatada na literatura (BORGES et al., 2008b).
Entretanto, ndo hd consenso na literatura pertinente sobre o efeito que variacdes no percentual
destes grupos exercem nas propriedades do biopolimero e em suas aplicagdes (PINTO, 2005). Ao
analisarem amostras de xantanas de diferentes cepas de Xanthomonas campestris com diferentes
graus de piruvatacdo, Sandford et al. (1977) deduziram que as xantanas com maior teor de piruvato
(4,0-4,8%) sdao mais viscosas do que as com menor teor (2,5-3,0%), particularmente na presenca de
sais. Xantanas comerciais com diferentes graus de piruvatacdo, provenientes de diferentes
fabricantes, foram examinadas por Smith et al. (1981) estes autores verificaram que um alto teor de
piruvato resulta em um aumento na viscosidade quando cloreto de potdssio foi adicionado nas
solugdes isentas de sais. Cheetham e Norma (1989) removeram os grupos piruvato € também
verificaram que um alto teor de piruvato resulta em um aumento na viscosidade. J4 Tako e
Nakamura (1984), ao removerem os grupos acetil de uma amostra de xantana comercial,
observaram um incremento da viscoelasticidade do biopolimero desacetilado em altas

concentracdes em relacdo ao biopolimero natural.
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Em contrapartida, a xantana comercial proveniente de um unico fabricante, preparada com

varios teores de acetil e piruvato por Bradshaw et al. (1983), ndo apresentaram mudanca de
viscosidade entre si. Solu¢gdes de xantana modificadas quimicamente através de remogao parcial dos

grupos acetil e piruvato por Callet et al. (1987) também nao foram afetadas em suas viscosidades.

Tabela 1. Teores de acetil e piruvato das xantanas com e sem tratamento térmico no caldo
fermentado(E=tratamento térmico; NE=sem tratamento térmico, C=centrifugado).

Amostras Acetil % + DP Piruvato % + DP
66 h NE/C 3,99 + 0,02 1,07 £ 0,09
66 h E/C 2,87 +£0,16 0,97 £ 0,06
72 h NE/C 6,00 + 0,26 1,27 £0,10
72h E/C 425+0,16 1,00 £ 0,10

3.3 Analise reologica

Os valores de viscosidade das solu¢des aquosas das xantanas para as respectivas taxas de
cisalhamento estdo apresentadas na Tabela 2 — taxas de deformacgao 20, 60, 100 e 1000 st —e
demonstrados na Figura 1. Em relacdo aos polimeros ndo tratados termicamente, o polimero obtido
em 72h de fermentagdo apresentou viscosidade superior. Porém quando submetidos ao tratamento
térmico pds-fermentativo, o polimero de 66h apresentou viscosidade levemente superior. Ambos os
polimeros tiveram suas viscosidades aumentadas pelo tratamento térmico neste experimento,
porem, a influéncia exercida pelo tratamento térmico sobre a viscosidade dos polimeros é cepa

5 . . TN
dependente, podendo ndo aumentar a viscosidade, ou mesmo diminui-la .

! Segundo dados experimentais ainda ndo publicados.
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Figura 1. Viscosidade das xantanas (E=tratamento térmico; NE=sem tratamento térmico, C=centrifugado).
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Tabela 2. Viscosidade das xantanas em quatro diferentes taxas de deformacao (y = taxa de deformacdo, n =

viscosidade).
Amostras  Y[1/s] 1M [mPas]
66h E/C 20,25 180
60,72 74,6
101,5 49,8
999.,3 9,89
66h NE/C 19,92 68,3
60,61 40,8
101,7 31,5
999,8 9,37
72h E/C 21,42 163
60,77 71,8
101,7 48
999 9,48
72h NE/C 21,21 92,3
61,29 53,2
102,3 39,5
999.6 10,5

3.4 Relacao entre composicao quimica e viscosidade

Estudos realizados com xantana aceitam, em geral, a hipétese de que os grupos acetil e
piruvato influenciam a viscosidade da xantana. Slonecker e Jeanes (1962) relatam que a remogdo
dos grupos acetil da xantana sintetizada pela Xanthomonas campestris pv campestris cepa NRRL B-
1459 proporciona mudangas em suas propriedades fisicas, como o incremento de sua viscosidade na

presenca de sais. Entretanto, em outros estudos, amostras de xantana de diferentes cepas de
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Xanthomonas campestris, com diversos graus de acetilacdo, apresentaram viscosidades

aproximadas (SHATWELL et al., 1990; SUTHERLAND; TAIT, 1992).

No presente trabalho observou-se que os polimeros com maior teor de acetil apresentaram as
maiores viscosidades, com excecao do polimero de 66h tratado termicamente; este, apesar de ter o
menor percentual de acetil, apresentou a maior viscosidade, porém semelhante ao polimero de 72h
tratado termicamente. Os polimeros tratados termicamente apresentaram menores teores de
piruvato, mas maiores valores de viscosidade, contrariando a teoria predominante de que maiores
teores de piruvato resultam em viscosidades mais elevadas. Entretanto, deve-se levar em
consideragdo que o tratamento térmico também ocasionou mudangas no contetido de agucares,
aumentando, aparentemente, a proporcdo de manose em relacdo a glicose. Segundo Moreira et. al.
(2001) polimeros com maior conteido de manose apresentam maior valor de viscosidade. Esses
resultados indicam a influéncia da interag¢do entre os fatores contetido de agucares, acetil e piruvato

na viscosidade.

4. Conclusao

Os teores de piruvato, acetato e glicose, bem como a viscosidade, das xantanas aumentaram
com o tempo de fermentacdo, enquanto que o tratamento térmico reduziu o contetido de piruvato,
acetato e glicose e elevou a viscosidade das solugdes aquosas das xantanas analisadas. Também foi
observada a ocorréncia de interacdo entre os fatores conteido de agucares, acetil e piruvato e sua

influéncia na viscosidade dos polimeros.

Abstract

The hydrocolloid xanthan is a polysaccharide produced by aerobic fermentation of sugars from
bacteria of the genus Xanthomonas. Their rheological properties are determined by the chemical
composition and molecular weight. The production conditions and post fermentation treatment may
influence the chemical composition and consequently the viscosity. The purpose of this study was
to determine and compare the chemical composition and viscosity of solutions of xanthan produced
by the strain EEI of Xanthomonas arboricola pv pruni, in two different times of fermentation (66h
and 72h), thermally treated and untreated. In this study the time of fermentation increased the
content of radicals acetyl and pyruvate, and the contents of glucose, while the heat treatment
decreased these parameters. It was also observed the occurrence of interaction between the factors
sugars, acetyl and pyruvate content and its effect on the viscosity of the polymers.

Key-words: chemical changes in xanthan, acetyl, pyruvate, carbohydrates, viscosity.
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