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Resumo

MOLON, Bianca de Oliveira. Caracterizacdo hidrodinamica de xantanas
sintetizadas por diferentes cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni e meios
de producdo. 2020. XXf. Dissertacao - Programa de Po0s-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A goma xantana é um biopolimero microbiano produzido por bactérias do género
Xanthomonas, amplamente utilizada na inddstria de alimentos, farmacéutica e
petrolifera. As propriedades da goma estdo diretamente relacionadas com a sua
composicdo quimica, massa molar e estrutura morfoloégica. A xantana comercial
apresenta uma estrutura quimica primaria composta por repetidas unidades
pentassacaridicas, formadas por duas unidades de glicose, duas unidade de manose
e uma unidade de &cido glicurbénico. A xantana pruni apresenta em sua estrutura, além
da estrutura caracteristica da xantana, uma molécula de ramnose A escolha da cepa
de Xanthomonas, a composi¢cdo do meio e as condi¢cdes operacionais de producéo
afetam a massa molar, viscosidade, a quantidade de substituinte acetila e piruvato, e
além disso influencia na solubilidade da goma xantana produzida. Neste trabalho
foram estudados o comportamento das propriedades hidrodinamicas de 10 cepas de
Xanthomonas arboricola pv pruni e uma cepa padrdao comercial para comparacao.
Cada xantana foi produzida em 2 meio de producéo diferentes, o meio de cultura
MPI+1l (meio A) composto por: sacarose; NHaH2PO4; K2HPO4; KH2PO4; (NH4)2S04;
MgSOs4; CsHsO7; HaBOs; FeCls; CaCl2.2H20; ZnSO4, e 0 meio de cultura MPII (meio
B) composto por: sacarose; NH4H2PO4; KoHPO4; KH2PO4; (NH4)2SO4; MgSOas. Na
caracterizacdo das gomas, utilizou-se o espalhamento de luz para determinar o raio
hidrodindmico, o indice de polidispersao, a distribuicdo do tamanho de particula e a
massa molar das xantanas sintetizadas. Um caracterizador de particulas em
dispersbes liquidas, Litesizer™ 500, foi utilizado para analises. As xantanas
produzidas pelas 11 cepas apresentaram raio hidrodindmico e massa molar diferentes
entre elas e uma polidispersédo aceitavel indicando uma populacdo homogénea. A
distribuicdo de tamanho por intensidade das xantanas indicaram que as solucdes de
xantanas estdo no regime diluido de concentracdo. O meio de producao teve influéncia
nas propriedades hidrodindmicas das xantanas estudadas. A caracterizacao
hidrodindmica por espalhamento de luz, foi essencial para conhecer o tamanho e a
massa molar das xantanas sintetizadas e corroborando com novas pesquisas em
diferentes areas.

Palavras-chave: espalhamento de luz; xantana; massa molar; raio hidrodinamico



Abstract

MOLON, Bianca de Oliveira. Caracterizacdo hidrodinamica de xantanas
sintetizadas por diferentes cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni e meios
de producao. 2020. 49f. Dissertacdo - Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Xanthan gum is a microbial biopolymer produced by bacteria of the genus
Xanthomonas, widely used in the food, pharmaceutical and oil industry. The properties
of gum are directly related to its chemical composition, molar mass and morphological
structure. Commercial xanthan has a primary chemical structure composed of
repeated pentasaccharide units, formed by two units of glucose, two units of mannose
and one unit of glucuronic acid. In addition to the characteristic structure of xanthan,
xanthan pruni has a rhamnose molecule. The choice of the Xanthomonas strain, the
composition of the medium and the operational production conditions affect the molar
mass, viscosity, the amount of acetyl and pyruvate , and furthermore influences the
solubility of the produced xanthan gum. In this work, the behavior of the hydrodynamic
properties of 10 strains of Xanthomonas arboricola pv pruni and a standard commercial
strain for comparison were studied. Each xanthan was produced in 2 different
production medium, the MPI + Il culture medium (medium A) composed of: sucrose;
NH4H2PO4; K2HPO4; KH2POs4; (NH4)2S04; MgSOs4; CeHsO7; HsBOs; FeCls;
CaCl2.2H20; ZnSO4, and the MPII culture medium (medium B) composed of: sucrose;
NH4H2PO4; K2HPO4; KH2PO4; (NH4)2SO4; MgSOa. In the characterization of the gums,
light scattering was used to determine the hydrodynamic radius, the polydispersity
index, the particle size distribution and the molar mass of the synthesized xanthans. A
particle characterizer in liquid dispersions, Litesizer ™ 500, was used for analysis. The
xanthans produced by the 11 strains showed different hydrodynamic radius and molar
mass and an acceptable polydispersion indicating a homogeneous population. The
size distribution by intensity of the xanthans indicated that the xanthan solutions are in
the diluted concentration regime. The production medium had an influence on the
hydrodynamic properties of the studied xanthans. Hydrodynamic characterization by
light scattering was essential to know the size and molar mass of the synthesized
xanthans and corroborating with new research in different areas.

Keywords: light scattering; xanthan; molar mass; hydrodynamic radius
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1 INTRODUCAO

A goma xantana € um importante biopolimero produzido a partir bactérias gram-
negativas do género Xanthomonas, através do processo fermentativo. E um
polissacarideo de elevada massa molar com cadeias ramificadas (GARCIA-OCHOA
et al., 2000; DUMITRIU, 2005). A xantana é amplamente utilizada em diferentes areas,
tais como na industria de alimentos e derivados, na industria farmacéutica e de
cosméticos como estabilizante, espessante e emulsificante. Estudos recentes
apresentam a xantana misturadas a outros polissacarideos como materiais
proeminentes para embalagens de alimentos (MOHSIN et al, 2020;
NEJADMANSOURI et al., 2020). Alguns pesquisadores afirmam que o sinergismo
entre xantanas puras e xantanas modificadas podem estabilizar emulsdes de 6leo em
agua, ao contrario de agente espessantes classicos e estabilizadores interfaciais
(ROY et al., 2014; FANTOU et al., 2019; FANTOU et al., 2020).

A goma apresenta muitas vantagens em relacdo a outros polissacarideos,
sendo um polimero biodegradavel e solivel em &gua. Além disso apresenta
propriedades reoldgicas caracteristica e exibem alto fluxo pseudoplastico mesmo em
baixas concentracdes (GARCIA-OCHOA et al. 2000; JAMPALA et al., 2005;
KENNEDY et al.,, 2015). As propriedades da goma xantana s&o influenciadas
diretamente em funcdo da sua composi¢ao quimica, ligacdo molecular e massa molar
média (PAPAGIANNI et al., 2001).

A estrutura quimica apresentada na literatura é da xantana sintetizada pela
bactéria Xanthomonas campestris pv campestris, a qual é composta de repetidas
unidades pentassacaridicas, sendo a cadeia principal formada por varias unidades de
B-D-glicose ligadas na posi¢do um e quatro, semelhante a celulose. As unidades de
manose estdo ligadas na posicdo do C-3 e o acido D-glicurénico ligado a manose
terminal na posicdo um e quatro (JANSSON et al.1975; GARCIA-OCHOA et al. 2000).

Desde o final do século XX, pesquisadores do Nucleo de Biotecnologia do
Centro de Desenvolvimento Tecnologico da Universidade Federal de Pelotas
(Pelotas/RS — Brasil), vém desenvolvendo pesquisas na producdo, caracterizacao e
aplicacdo de biopolimeros obtidos por fermentacdo (SOUZA e VENDRUSCOLO,
1999; ANTUNES et al.,, 2000; ANTUNES et al., 2003; BORGES et al. 2009; DIAZ,
2002; MOREIRA et al., 2001; MOREIRA, 2002; BORGES e VENDRUSCULO, 2007,
PINTO, 2005; VENDRUSCOLO et al., 2000; BOROWSKI, 2011; KLAIC, 2010; KLAIC,
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2016; PREICHARDT, 2009; RODRIGUES, 2010; MOLON, 2019). Esses
pesquisadores estudaram uma selecdo de cepas das bactérias Xanthomonas
arboricola pv pruni, a produtividade e parametros de otimizagéo de fermentagdo em
escala de bancada, caracterizando a estrutura quimica e reologia das solucdes
aquosas de xantanas e suas possiveis aplicacfes e modificacdes quimicas.

O emprego dos biopolimeros naturais esta relacionado muitas vezes as suas
caracteristicas hidrodinamicas, como a massa molar, tamanho de particula e forma. A
temperatura e a composicdo do solvente também s&o fatores relacionado a
funcionalidade dos biopolimeros em solugdo, pois muitos desses polimeros se auto-
associam e agregam quando em solucdo, como por exemplo, a goma xantana,
carragenina e gelatina. A determinacdo desses parametros € fundamental para
entender as propriedades e, consequentemente, a utilizacdo em inimeras aplicacoes
(VIEBKE e WILLIAMS, 2000; LUCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001).

Na literatura encontram-se alguns métodos fisico-quimico para caracterizacao
de polimeros, como cromatografia HPLC (SUH et al., 1990; PAPAGIANNI et al., 2001;
Kalogiannis et al., 2003), HPSEC-MALLS/RI (FARIAS et al.,2011) e GPC / MALS
(VIEBKE e WILLIAMS, 2000), e espalhamento de luz Nanosizer ZS (OLIVEIRA et al.,
2013). A escolha do método depende da natureza, tamanho e forma do polimero.

O espalhamento de luz, método ndo-espectroscopicos, baseado nas interacdes
entre as radiacdes eletromagnéticas e a matéria que resultam em alguma mudanca
na direcdo ou na propriedade fisica da radiacdo. Este método, fornece informacdes
sobre a massa molar ponderal médio (Mw), raio de giragdo (Rg), raio hidrodindmico

(Rn) e magnitude das interacdes polimero-solvente.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Xantana

A goma xantana € um polissacarideo extracelular microbiano, natural sendo
um bipolimero proeminente industrialmente. A goma é sintetizado a partir de bactéria
fitopatogénica do género Xanthomonas através de processo fermentativo. O
polissacarideo foi descoberto na década de 1950 por pesquisadores da Northern
Regional Research Laboratory (NRRL) do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (JANSSON et al., 1975; GARCIA-OCHOA et al., 2000). A producdo em escala
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industrial teve inicio em 1964, produzido pela bactéria Xanthomonas campestris NRRL
B-1459 (BORN et al., 2002; GARCIA-OCHOA et al., 2000; SUTHERLAND, 2001).

A xantana € um heteropolissacarideo, que apresenta uma estrutura quimica
primaria composta de repetidas unidades pentassacaridicas, formadas por duas
unidades de glicose, duas unidades de manose e uma unidade de &cido glicurénico
(Figura 1) (GARCIA-OCHOA et al., 2000; MELTON et al., 1976, ROCHEFORT e
MIDDLEMAN,1987).
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Figura 1. Estrutura quimica da xantana. Fonte: Adaptado de Xu et al., (2015).

A goma xantana tem sido largamente aplicada industrialmente, principalmente
nas industrias de alimentos, farmacéutica e de petréleo. A goma possui propriedades
fisico-quimicas de grande interesse, capacidade de promover alta viscosidade em
baixa concentracéo de polimero em um ambiente aquoso (KOOL et al., 2013; VIEBKE,
2004; GARCIA-OCHOA et al., 2000). Apresenta comportamento pseudoplastico que
auxilia industrialmente na mistura, bombeamento, enchimento e vazao; possui alta
estabilidade em uma ampla faixa de pH, temperatura e forca ibnica; € estavel sob
cisalhamento durante o processamento e embalagem, tornando a xantana muito
adequada como espessante e estabilizante para a industria alimenticia, (KOOL et al.,
2014; MORRIS et al., 2006; PETRI, 2015).

2.2 Meio de Producgéo da goma xantana

Diversos estudos sdo encontrados na literatura com uma variedade de

espécies de Xanthomonas produtoras da goma xantana. A escolha da cepa de
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Xanthomonas, a composi¢cdo do meio e as condicdes operacionais de producao
diferenciam a massa molar, a estrutura, a quantidade de acetil e piruvato, a
viscosidade e a solubilidade da goma xantana produzida (GARCIA-OCHOA et al.,
2000).

Papagianni et al., (2001), estudaram os efeitos dos niveis de agitacdo na
cinética da fermentacdo em culturas descontinuas e também na composi¢do quimica
em termos de conteudo de piruvato e massa molar do produto formado. Utilizaram a
Xanthomonas campestris ATCC 1395 e o meio de cultura foi composto por triptona,
extrato de levedura, cloreto de sédio e glicose. A fermentagédo foi conduzida em um
biorreator LSL Biolite de 2 L por 72 h em pH livre. Os autores ressaltaram, que o
aumento da agitacao resultou em niveis de producdo mais altos, a glicose do substrato
foi totalmente consumida pelo microrganismo e o pH aumentou com o tempo de
producéo de 7 para em torno de 9. A massa molar da xantana produzida em 100 e
600 rpm, avaliada através da HPLC, foi cerca de 5x10° Da em ambas agita¢ées, o que
levou a conclusdo de que a massa molar ndo foi influenciada pelo aumento da
agitacdo (PAPAGIANNI et al., 2001).

Faria et al., (2011), caracterizaram a goma xantana produzida a partir de caldo
de cana-de-acucar. Os autores utilizaram Xanthomonas campestris pv. campestris
NRRL B-1459, o meio de cultura e 0 meio de producao eram compostos por sacarose,
extrato de levedura, NHsNOs, Na2HPO4 e KH2PO4. As fermentacdes foram realizadas
em um fermentador Biostat B de 6 L por 24 h, a temperatura de 28 °C, com agitacdo
de 750 rpm, aeracédo de 0,35 vvm e pH controlado em 7,5. Os autores determinaram
a massa molar das xantanas produzidas através da cromatografia de exclusdo
estérica de alta pressdo (HPSEC) com detectores de indice de refracdo (IR) e
espalhamento de luz (MALLS). Encontraram goma xantana com massa molar de
4,2x10° Da altamente viscosas com carater pseudoplastico (FARIA et al., 2011)

Suh et al., (1990), analisaram a massa molar do polissacarideo xantana
produzido sob limitacdo de oxigénio. A bactéria Xanthomonas campestris NRRL B-
1459 S4L-Il, foi cultivada em um fermentador de coluna de bolha de 50 L com um
diametro de 0,15 m, taxa de aeracado variando de 1,3 vwm a 9,6 vvm. Utilizaram um
meio sintético composto por glicose e cloreto de aménio, como fonte de carbono e
nitrogénio, respectivamente. A temperatura do processo foi de 28 °C e o pH foi
controlado em 7. Os autores afirmaram que a produtividade especifica da xantana

diminui sob limitagdo de oxigénio e a massa molar inicial ndo foi uniforme, a qual
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aumentou de 8,8x10° para 9,4x108 Da no final da fase de crescimento (30h), com uma
concentracédo de xantana de 6,7 g L'1. Apés essa fase, a massa molar média diminuiu
a uma taxa estritamente dependente da velocidade do gas. Encontraram a maior
producdo de xantana nesta fase e o0 grau de limitacdo de oxigénio determinou a
gualidade do produto final (SUH et al., 1990).

Brandéao et al., (2008), estudaram a producdo de goma xantana obtida a partir
do caldo de cana. Utilizaram cepas nativas Xanthomonas campestris pv manihotis
1182, Xanthomonas campestris pv campestris 1866 e Xanthomonas campestris pv
campestris 2149. O in6culo foi preparado utilizando o meio YM padrao (Yeast-Malt)
liguido, contendo glicose, peptona bacteriolégica, extrato de levedura e extrato de
malte. A producdo de goma xantana foi realizada utilizando um meio fermentativo
convencional contendo sacarose acrescido de uréia e Kz2HPO4 e um meio fermentativo
alternativo contendo caldo de cana integral acrescido de uréia e K2HPOa4. O pH dos
meios foram ajustados para 7. O cultivo em batelada foi realizado em incubadora
rotatéria Tecnal com agitacdo de 250 rpm a 28 °C por 120 h. A goma xantana foi
recuperada utilizando alcool etilico numa proporcao de 3 partes de alcool para 1 parte
do meio fermentado, apds foram secas em estufa por 72 h. Os autores encontraram
o melhor resultado de producdo com o microrganismo Xanthomonas campestris pv
manihotis 1182, usando o meio de cultivo alternativo, com uma producéo de 33,54 g
L e produtividade média de 0,28 g/L h. A viscosidade da goma xantana obtida com
o caldo de cana apresentou valores inferiores a obtida com a sacarose. Os autores
sugerem que a goma produzida com sacarose apresenta melhor propriedade
reolégica (BRANDAO et al., 2008).

Moreira et al., (2001), caracterizaram 18 cepas de Xanthomonas arboricola pv
pruni quanto a producao, viscosidade e composicdo quimica. O inéculo foi preparado
utilizando YM e o meio de producao foi o MP Il composto por sacarose, MgSOu,
K2HPO4 e NH4HPO4. A fermentacdo ocorreu em um agitador orbital por 72 h,
temperatura de 28 °C e agitacdo de 200 rpm. Os autores encontraram valores de

producéo de xantana entre 2,3a 8,3 g L.
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2.3 Caracterizagdo hidrodinamica

2.3.1 Massa molar de xantana

Estudos séo encontrados na literatura sobre caracterizagcédo hidrodinamica de
biopolimeros. Diferentes métodos séo utilizados para determinacédo da massa molar
de polimeros, métodos relativos como a cromatografia de exclusdo por tamanho e
viscosidade, e métodos absolutos como espalhamento de luz, ultracentrifugacdo e
pressao osmotica (LUCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001; CANEVAROLO, 2004). A
seguir sdo apresentados alguns trabalhos com diferentes técnicas de caracterizacao
da massa molar de xantana (Tabela 1).

Viebke e Williams, (2000), determinaram a distribuicdo de massa molar de k-
carragenina e xantana usando fracionamento de campo-fluxo assimétrico. A amostra
de xantana (comercial Jungbunzlauer) foi preparada dissolvendo aproximadamente
0,2 mg mL* em &gua por agitacédo seguida de diluicdo até a concentracdo desejada,
a solucéo de xantana foi aquecida a 80 °C por 15 minutos. Os autores afirmaram que
as solucdes de xantana possuem alta viscosidade mesmo em concentracdes muito
baixas do polimero.

Estes autores analisaram duas concentracdes de xantana no fracionamento de
campo-fluxo assimétrico, e concluiram que o cromatograma na concentracdo de 1 mg
mL-! apresentou varios picos e tempo de eluicdo muito longo. J& na concentragéo de
xantana de 0,1 mg mL* o cromatograma apresentou um pico. Encontraram massa
molar média de 3,16x10¢ g mol? (VIEBKE e WILLIAMS, 2000).



Tabela 1. Caracterizag8o hidrodindmica, microrganismo e condi¢fes operacionais encontrado na literatura

Microorganismo

Massa Molar

Mw (Da)

Meio de cultivo utilizado
inoculo/producéo

Condicdes operacionais

Método de
determinacéo da
massa molar

Referéncias

Xanthomonas campestris pv.
campestris NRRL B-1459

Xanthomonas campestris
ATCC 1395

Xanthomonas campestris
ATCC 1395

Xanthomonas campestris
NRRL B-1459 S4L-II

Xanthomonas campestris

4,2x10°

5x10°
0,8al4
x106

8,8x10% a
9,4x106

3,16x108

caldo de cana,
sacarose, extrato de
levedura, NazHPOa4,
KH2PO4, NH4NO3
caldo Luria—Bertani com
glicose adicional de
0,2% (meio LGB)

extrato de levedura,
triptona, NaCl, sacarose

glicose e cloreto de
amonio

Fermentador Biostat B de 6,0 L,
24h, 28 °C, 750 rpm, 0,35 vwm e
pH 7,5

Biorreator LSL Biolite de 2 L
100, 200, 300, 400, 600 rpm.
72h, pH livre.

Erlenmeyer de 500 ml, 72h, 28
°C, 200 rpm

Fermentador de coluna de bolha
de50L,28°C,pH7 1,3vwma
9,6 vwm, 30h

HPSEC-MALLS/RI

HPLC

HPLC

HPLC

fracionamento de
campo-fluxo
assimétrico

Farias et al.,2011

Papagianni et al., 2001

Kalogiannis et al., 2003

Suh et al., 1990

Viebke e Williams, 2000

HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia; HPSECMALLS-RI - cromatografia de exclusdo de tamanho de alto desempenho acoplada com espalhamento
de luz a laser multi-Angulo e deteccao de indice de refracao.



Eren et al, (2015), estudaram o0 comportamento reolégico e a
polidispersividade da goma xantana modificada mecanicamente. A goma xantana
estudada foi a de qualidade alimentar (Keltrol, CP Kelco, Atlanta GA, USA). Foi
preparado uma solucdo de xantana com concentracdo de 1 % (p p) com agua
deionizada sob agitacédo, e seguida adicdo de 0,02 % (p p') de azida sédica (NaNz)
para evitar deterioracdo microbiana. Foi utilizada uma centrifuga para remover as
bolhas de ar formadas na solucdo durante a mistura. As solucfes permaneceram por
24 h a 4 °C para completa hidratacéo, logo apds, as solugdes foram tratadas em um
homogeneizador de alto cisalhamento equipado com um bico de 130um, sob duas
pressodes diferentes 69 e 276 Mpa. As amostras tratadas com baixa e alta presséo e
a amostra de goma xantana nao tratada (controle) foram armazenadas em duas
temperaturas (4 e 25 °C) por 11 semanas.

Esses autores utilizaram cromatografia de exclusdo por tamanho acoplada a
deteccéo de dispersao de luz em multiplos angulos (14,4 — 163,3°) para determinar as
propriedades moleculares do polimero. A massa molar (Mw) foi determinada através
do método de Debye. A massa molar para a xantana sem tratamento (controle),
xantana tratada com baixa e alta pressédo foi de 17x10%, 13x10° e 12,6x10° Da,
respectivamente. Concluiram, que a reducdo da massa molar foi de 23 % para
amostras tratadas sob pressao de 69 MPa e 30 % para amostras tratadas sob presséo
de 276 MPa. O indice de polidispersividade (Mw/Mn) do controle, amostra tratada com
baixa e alta pressao foi de 1,10, 1,55 e 2,54, respectivamente (EREN et al., 2015).

Faria et al.,, (2011), caracterizaram a goma xantana produzida por
Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 a partir de caldo de cana-de-
acucar. A determinacdo da massa molar foi realizada através da cromatografia de
exclusédo estérica de alta pressdo (HPSEC). A amostra de xantana foi solubilizada em
uma solucédo de nitrito de sédio (NaNO2) 0,1 M contendo azida sddica (NaNs) na
concentracdo de 1 - 3 mg mL?, essa solucéo foi filtrada em uma membrana de acetato
celulose (Millipore) com porosidade 0,2 um. O perfil de eluicdo da amostra de xantana
por HPSEC-MALLS/RI mostrou uma distribuicdo de massa unimodal, uma massa
molar média de 4,2x108 Da e polidispersdo (Mw/Mn) de 1,014, apresentando uma
homogeneidade no material analisado (FARIA et al., 2011).

Papagianni et al., (2001), determinaram a massa molar da xantana usando

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em uma coluna de exclusdo de
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tamanho ZORBAX BIO SERIES GF-450. Encontraram a massa molarcerca de 5x10°
Da, e afirmaram que a velocidade de agitagéo, em torno de 100-600 rpm, durante a
fermentacdo nao influencia a massa molar.

Oliveira et al., (2013), estudaram os regimes dinamicos de concentracao de
biopolimeros xantana, tara e clairana por espalhamento de luz dindmico. Utilizaram a
Xanthomonas arboricola pv pruni cepa 06 para produzir a goma xantana. A goma
xantana foi solubilizada em agua destilada e deionizada em concentracéo 5 g L' com
adicdo de 1x103 g L* de azida s6dica, em agitador magnético por 16 h a 50 °C. Foram
realizadas filtrac6es das amostras, para remover particulas de poeira e agregados,
através de membranas com tamanho de poros variando de 3,0 a 0,45 pum (Millipore,
Merck Millipore). A partir da solucdo estoque, foram realizadas as diluicbes usando o
mesmo solvente, com agitacdo. A concentracdo final das solu¢des foi verificada por
gravimetria.

Estes autores utilizaram um analisador de tamanho de particulas Malvern
Nanosizer ZS (Malvern Instruments Ltd., UK) para medidas de espalhamento de luz.
As amostras foram analisadas em uma cubeta de vidro, a uma temperatura de 25 °C,
com um angulo de deteccéo da luz dispersa de 173°. O Nanosizer ZS utiliza um laser
He-Ne de 4Mw, com comprimento de onda (A) de 633nm. Consideraram a viscosidade
do solvente e da amostra de 0,8872mPa.s e o indice de refracdo e absorgéo foram de
1,330 e 0,001, respectivamente (OLIVEIRA et al., 2013),.

Ainda neste mesmo trabalho, os autores determinaram a concentracdo critica
através de uma metodologia observacional. A mesma foi determinada nos pontos em
gue ocorreram alteracdes na inclinagdo do coeficiente de difusdo versus a curva de
concentracdo do biopolimero. Para a goma xantana, a concentracdo critica de
sobreposicdo (c*) foi de 1,3x102 g L'! e a concentracdo de agregacdo (c**) foi de
1,1x101g L. Assim, consideram que a solucéo esta em regime diluido em ¢ < 1,3x10-
2 g L%, regime semidiluido em 1,3x102 g L? < ¢ < 1,1x101g L e regime concentrado

c>1,1x101g L%, conforme a Figura 2.
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Figura 2. Determinagdo de c* e c** por medidas do coeficiente de difusdo em fungéo da concentracao
para a xantana (Diaz, 2009)

2.3.2 Teoria sobre espalhamento estatico de luz (SLS)

O espalhamento de luz, método muito utilizado na caracterizacdo de polimeros,
cuja aplicacdo implica em uma interacdo da radiacdo com particulas suspensas em
um meio através do qual a radiacdo é transmitida. Ao incidir na particula, parte da
radiacdo é espalhada e a intensidade do espalhamento depende basicamente do
tamanho da particula. Essa técnica fornece informacdes sobre a massa molar
ponderal média, a relacéo entre a interacao polimero-solvente e o tamanho médio das
cadeias (LUCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001; CANEVAROLO, 2004).

Um meio perfeitamente homogéneo néo é capaz de espalhar a luz, num meio
ndo-homogéneo, a luz é espalhada em todas as dire¢cdes. Solucbes de
macromoléculas sao consideradas como ndo-homogéneo. A mobilidade aleatéria e
difusa das macromoléculas provoca a formacdo de areas de diferentes
concentracOes. Essas areas possuem diferentes constantes dielétricas e agem como
centros de espalhamento de luz (LUCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001).

Em 1871, foi proposta a teoria do espalhamento de luz por Lord Rayleigh. A

gual demonstra que quando uma onda eletromagnética incide sobre uma patrticula,
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esta atua como fonte de luz, ou seja, como fonte secundaria para a emissdo de
radiagdo no mesmo comprimento de onda que a luz incidente (LUCAS, SOARES e
MONTEIRO, 2001; CANEVAROLO, 2004).

O processo consiste na medida da intensidade da luz espalhada (le) a0 passar
por uma solucéo diluida de polimero. A razdo de Rayleigh, expressa a razado entre a
luz incidente e a luz espalhada, conforme a Equagéao 1.

Rg = = .17 (1)

Io

onde Rg € razéo de Rayleigh, I € a luz espalhada, lo € a luz incidente, r é a distancia
entre a amostra e o observador e 6 é o angulo entre a direcdo da luz incidente e da
luz espalhada.

A equacdo que relaciona a razao de Rayleigh com a massa molar da molécula

em solucao, é demonstrada pela Equacao 2.

T o)
onde ARy é a diferenca entre as razfes de Rayleigh da solugéo e do solvente puro, M
€ a massa molarda particula, c é a concentragéo da particula (g Lt).

Essa equacgédo soO é valida quando ndo existirem interacdes intermoleculares,
ou seja, ela so é vélida para concentracdes infinitamente diluidas. Em concentracdes
finitas, existem intera¢cBes intermoleculares, ocorrendo flutuacdes na polarizabilidade
das moléculas, as quais dependem do potencial quimico (LUCAS, SOARES e
MONTEIRO, 2001).

Logo, a variagdo da razdo de Rayleigh da solugcdo com relacdo ao solvente

puro pode ser apresentada pela expanséo virial, pela Equacao 3,

Kc

1
B = 2z ()

onde Az é o segundo coeficiente virial, e descreve as mudancas na propriedade de
espalhamento causadas pelas intera¢des intermoleculares e concentracdes finitas.

O sinal positivo de A indica boa interacdo polimero-solvente, ou seja as
interacdes polimero-solvente sdo mais fortes que as interagées polimero-polimero,
mostrando uma solugéo estavel. Enquanto que, A2 negativo indica que as interagdes

polimero-polimero sdo maiores do que as interacdes polimero-solvente, de modo que
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as particulas tenderdo a se agregar, ou seja, o solvente utilizado ndo é um bom
solvente para a macromolécula (LUCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001; ANTON
PAAR, 2016).

Na analise de diversas concentracdes de soluto, os valores obtidos podem ser
tratados conforme o proposto por Debye, através do grafico de Kc/Re. A partir do
coeficiente linear da reta, obtém-se o inverso da massa molar e a partir do coeficiente
angular obtém-se o segundo coeficiente virial (LUCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001;
CANEVAROLO, 2004).

2.3.3 Raio Hidrodinamico e Polidispersdo de Xantana

Na caracterizacdo de solugbes de goma xantana utilizando espalhamento
dindmico de luz e reologia, Rodd et al., (2000), utilizaram a cromatografia de excluséo
por tamanho (SEC) para medir a massa molar e a polidispersividade, 3,4x10° Da e
1,12, respectivamente. Em diluigbes infinitas, o raio hidrodindmico para solugbes de
xantanas, foi calculado usando a equacgéao de Stokes-Einstein, o qual resultou em uma
superestimacao do tamanho de uma molécula semi-flexivel, como a goma xantana
girando em movimento Browniano.

Southwick et al, (1980), utilizaram a equacdo de Stokes-Einstein para
determinar o raio hidrodinamico (Rh) de xantanas em solugéo aquosas e de ureia. A
massa molar da xantana dissolvida em agua deionizada foi estimado em 2,16x10° Da.
Afirmam que a desnaturacédo térmica de xantana envolve tanto a ruptura de agregados
guanto uma mudanca conformacional. Os autores detectaram trés formas estruturais
diferentes de xantana, uma estrutura desordenada, uma estrutura ndo agregada e
nativa, e uma estrutura agregada, com respectivos raios hidrodinamicos 80, 100 e 222
nm, respectivamente.

Diaz, (2009), determinou a medida de raio hidrodinamico, polidispersédo e
distribuicdo de tamanho de biopolimeros, como a xantana, clairana e tara por
espalhamento de luz. O estudo utilizou um analisador de tamanho de particulas
Malvern Nanosizer ZS. O raio hidrodinamico foi calculado a partir do coeficiente de
difusdo, segundo a equacgao de Stokes-Einstein, indicando o tamanho aparente da
particula analisada. Para a goma xantana em concentracdes no regime diluido, 0,004,
0,002 e 0,0005 (g L1), obteve-se raio hidrodinamico de 153,3, 96,03 e 171,4 nm e
indice de polidispersao de 0,478, 0,426 e 0,452 respectivamente.



25

A dispersao da luz de soluc¢des de xantana € um pouco complexa devido a
natureza semi-flexivel das moléculas de xantana e a presenca de microagregados em
baixas concentracfes causada pela auto-associacdo da goma xantana (MEYER et al.,
1993; RODD et al., 2000).

Peters et al., (1989), estudaram a influéncia da taxa de agitacdo na producao
de xantana por Xanthomonas campestris NRRL B-1459 S4-LIl. Determinaram a
massa molar e o indice de polidispersividade nas diferentes velocidades de agitacao,
por cromatografia de exclusdo por tamanho. Os autores afirmam que, com o0 aumento
da velocidade de agitacdo (200 a 800 rpm) foi observado um aumento no massa molar
média ponderada (6,9 a 8,6x10° Da) e no indice de polidispersividade (2,0 a 2,4).

Em seu trabalho de revisdo, Danaei et al. (2018), informam que o termo
polidispersao (ou dispersdo) é usado para descrever o grau de ndo uniformidade de
uma distribuicdo de tamanho de particulas. Na area da ciéncia dos polimeros, o indice
de polidispersao (PDI) é empregado para medir a amplitude da distribuicdo de massa
molar do polimero.

O PDI utilizado para polimeros é a razdo entre massa molar ponderal média
e a massa molar numérica média (Mw/Mn) (LUCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001,
DANAEI et al., 2018). O indice de polidispersdo € uma representacdo da distribuicdo
das popula¢bes de tamanho dentro de uma determinada amostra, o valor numérico
do PDI varia de 0 a 1 (uma amostra perfeitamente uniforme a uma amostra altamente

polidispersa com varias populacdes de tamanho de particula) (DANAEI et al., 2018).
2.3.4 Teoria sobre espalhamento de luz dinamico (DLS)

Na técnica de espalhamento de luz dindmico medem-se flutua¢cdes no tempo
da intensidade da luz espalhada a um determinado angulo, causadas pelos
movimentos das particulas em solucdo (LUCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001,
CANEVAROLO, 2004). A técnica é aplicada na caracterizacdo de particulas,
emulsdes e moléculas que foram dispersas ou dissolvidas em um liquido.

O espalhamento dinamico da luz permite a rapida obtencéo do coeficiente de
difusdo de macromoléculas em solugdo, a partir da analise da distribuicdo de
frequéncia das flutuacdes na intensidade de luz espalhada em uma dada direcéo.
Essas flutuagdes tém origem na variacdo no indice de refracdo dentro do volume de
espalhamento, devido ao movimento browniano das particulas (LUCAS, SOARES e
MONTEIRO, 2001; CANEVAROLO, 2004).
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O experimento de DLS consiste em obter a flutuagédo do sinal de intensidade
de luz espalhada com o tempo, realizar o calculo da correlacdo desses valores e obter,
por transformada de Fourier, o espectro de frequéncia de flutuacdo. Esse espectro é
ajustado por uma curva lorentziana, na qual € obtida o valor da constante de
correlagdo G (1) (LUCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001; CANEVAROLO, 2004), de
acordo com a Equacgéo 4.

G(7) = A+ B2ba*s (4)

onde A é o valor da linha base e B é o fator pré-exponencial contendo constantes
Opticas do equipamento e da amostra. O vetor de onda de espalhamento de luz (q) €
definido pela Equacéo 5, onde n € o indice de refracédo da solucéo e 6 é o angulo de

observacéo do espalhamento.

q= 47tTnseng (5)

O raio hidrodinamico das particulas em solu¢do, RH, pode ser calculado

utilizando o valor de Do, utilizando a Equagé&o 6, de Stokes-Einstein.

KT
RH ==
6mnDg

(6)

onde K é a constante de Boltzmann, T € a temperatura e n € a viscosidade do solvente.

3 HIPOTESE E OBJETIVOS
3.1 Hipotese

A producédo de xantanas em meios de cultivo diferentes afetam as propriedades

hidrodindmicas das xantanas sintetizadas.
3.2 Objetivo Geral

Caracterizar as propriedades hidrodindmicas de xantanas sintetizadas por
diferentes cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni produzidas nos meios de
producédo MPI+Il e MPII.
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3.3 Objetivos Especificos

v' Sintetizar dez amostras de xantana utilizando diferentes cepas de
Xanthomonas arboricola pv pruni, em dois meios de producédo diferentes
(MPI+11 e MPII).

v’ Caracterizar o raio hidrodinamico das xantanas sintetizadas

v Caracterizar a massa molar das xantanas sintetizadas

v Determinar o indice de polidisperséo e o tamanho de particula das xantanas
sintetizadas
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Caracterizacao hidrodinamica de xantanas sintetizadas por diferentes cepas de
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RS, Brazil; Phone number: +555332757350; E-mail: bilicadiaz@yahoo.com.br

RESUMO

A caracterizacdo hidrodindmica das xantanas produzidas pela Xanthomonas
arboricola pv pruni e Xanthomonas campestris NRRL B-1459 foi realizada por
espalhamento de luz, através de um caracterizador de particulas em dispersées
liquidas, Litesizer™ 500. Foram estudadas dez cepas de xantana pruni € uma cepa
xantana comercial para comparagao, em dois meios de producao diferentes (meio A
e 0 meio B). O raio hidrodinamico, o indice de polidispersdo e a distribuicdo de
tamanho de particula por intensidade das xantanas foram analisados por
espalhamento de luz dinamico (DLS). A massa molar das xantanas foi verificada por
espalhamento de luz estatico (SLS). Todas as xantanas produzidas apresentaram raio
hidrodindmico diferentes e o meio de producéo influenciou esta caracteristica para as
xantanas produzidas pelas cepas 24, 31, 66 e 73. O indice de polidispersdo das
amostras de xantanas apresentaram valores considerados aceitaveis e indicaram uma
populacdo homogénea. Através da distribuicdo de tamanho por intensidade das
xantanas foi possivel afirmar que as solu¢des de xantanas em estudo estao dentro do
regime diluido de concentracdo. O meio de producdo também influenciou na massa
molar das xantanas analisadas, as xantanas pruni variaram de 0,4 a 361 10°Da e a
massa molar da xantana comercial NRRLB-1459 foi de 3,85x107 Da para o meio A e
8,07x107 Da para o0 meio B.

Palavras-chave: espalhamento de luz; xantana; massa molar; raio hidrodinamico
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1 Introducéo

A aplicabilidade dos biopolimeros naturais em diferentes produtos requer a
caracterizacao de algumas propriedades, como a massa molar, tamanho e sua forma.
A funcionalidade dos polissacarideos pode depender da temperatura e composicéo
do solvente, uma vez que muitos dos biopolimeros se auto-associam e agregam em
solugcdo. A caracterizagdo desses parametros para um polimero em solugdo é
importante para entender as propriedades de um produto (VIEBKE e WILLIAMS,
2000).

No mercado de gomas microbianas, a goma xantana ocupa um lugar de
destaque por ter diferentes e incomuns propriedades reologicas, como alta
viscosidade mesmo em baixas concentracdes, solubilidade e estabilidade em uma
ampla faixa de pH, temperatura e forga i6nica (FARIAS et al., 2011; PETRI, 2015).
Essas propriedades sdo determinadas por sua composi¢ao quimica, arranjo e ligacao
molecular, massa molar média e distribuicdo (PAPAGIANNI et al., 2001).

A goma xantana € um importante polissacarideo extracelular produzido pela
fermentacdo de bactérias gram-negativas pertencentes ao género Xanthomonas.
Polimero composto por uma estrutura quimica primaria formada por unidades
pentassacaridicas repetidas com duas unidades de glicose, duas unidades de manose
e uma unidade de &cido glicurdnico (GARCIA-OCHOA et al., 2000; SANDFORD et
al.,1977, ROCHEFORT e MIDDLEMAN,1987).

Solucdes de xantana sdo muito estudadas, tanto em termos de propriedades
reolégicas quanto fisico-quimica (RODD et al., 2000). Algumas técnicas, como
espalhamento de luz e reologia, sdo empregadas para caracterizar o0 comportamento
hidrodindmico e determinar o regime de concentracéo do polimero em solucdo (RODD
et al., 2000, OLIVEIRA et al., 2013).

Segundo Doi e Edwards (1986), existem trés regimes dinamicos de
concentracdo para uma solucédo de polimero em um bom solvente, o regime diluido,
o regime semidiluido e o regime concentrado. A interacdo entre as macromoléculas
em solucao é o que diferencia os regimes (DOl e EDWARDS,1986)

Alguns polissacarideos, quando em solucdo, adotam uma conformacdo de
novelo aleatorio que flutua devido ao movimento browniano. Identificar a fragéo de
espaco ocupado pelo polimero, € essencial para entender as propriedades das

solu¢des. Em baixas concentracdes, as cadeias individuais de um biopolimero adotam
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uma conformacgdo de novelo aleatorio afastadas uma das outras e livres para se
movimentarem de forma independente. Ao passo que a concentracdo da solucao
aumenta, as moléculas comecam a interagir umas com as outras e acomodam-se
através da sobreposicdo e interpenetracdo de ambas. Desse modo, as cadeias
individuais movem-se com maior dificuldade devido as interacdes com as cadeias
vizinhas (OLIVEIRA et al., 2013).

A concentracdo na qual as moléculas dos polimeros individuais comecam a
interagir fisicamente é definida como concentracédo critica de sobreposicao (c*) (DOI
e EDWARDS,1986; RODD et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2013). O conceito c* baseia-
se na teoria de que os novelos poliméricos em solugédo, em seu estado estacionario,
ocupam um volume hidrodindmico onde acima de uma concentragao critica, ocorre o
empacotamento entre as moléculas (RODD et al., 2000). A mudanca de um regime
semidiluido para concentrado é chamada de concentracédo critica de agregacao (c**),
ocorrendo 0 aumento da concentracdo e formacgédo de agregados moleculares
(OLIVEIRA et al., 2013; NASH et al., 2002).

As condicdes de produgcdo de Xanthomonas campestris como 0 meio de
cultura, velocidade de agitacdo e limitacdo de oxigénio, podem variar o nivel de
produtividade e a quantidade de substrato consumido, e produzir xantana com
diferentes teores de piruvato (SUH et al., 1990; PAPAGIANNI et al.,, 2001).
ModificacBes fisicas como, degradacdo mecéanica e alta taxas de cisalhamento
aplicadas na goma xantana causam alteracdes na estrutura molecular e nas
propriedades reoldgicas do biopolimero. Polimeros com distribuicbes mais amplas de
massa molar formam solu¢des que inibem viscosidades mais baixas (EREN et al.,
2015).

Dentre as mudangas encontradas no processo fermentativo de Xanthomonas
utilizando diferentes meios de culturas, agitacao cinética e quantidade de oxigénio e
nitrogénio, é necessario um estudo detalhado nas propriedades molecular e
hidrodindmicas desse biopolimero. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
caracterizar as propriedades hidrodinamicas de diferentes xantanas sintetizadas por
diferentes cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni produzidas em dois meios de

producéao.



31

2 Material e Métodos
2.1 Microrganismo

Neste trabalho 10 cepas da bactérias Xanthomonas arboricola pv pruni,
identificadas como 03, 15, 24, 31, 33, 46, 49, 66, 73 e 76 foram estudadas, e uma
cepa padrdo comercial Xanthomonas campestris NRRLB-1459 foi utilizada para
comparacao. As bactérias foram fornecidas pelo Centro de Pesquisa Agropecuaria
Clima Temperado (CPACT-EMBRAPA), localizado na cidade de Pelotas (Rio Grande
do Sul, Brasil).

2.2 Meio de cultura

O preparo do inéculo foi realizado em meio YM (Yeast Malt) (g L) contendo:
3,0 extrato de levedura; 3,0 extrato de malte; 5,0 peptona; 10,0 glicose (HAYNES et
al., 1955). As xantanas foram produzidas em dois meios de producao diferentes. O
meio de producédo MPI+II (meio A) composto por (g L?): 50,0 sacarose; 1,5 NH4H2POg4;
2,5 K2HPOg4; 5,0 KH2PO4; 2,0 (NH4)2S0O4; 0,3 MgSOs4; 2,0 CeHsO7; 0,006 HsBOs;
0,0024 FeCls; 0,002 CaCl2.2H20; 0,012 ZnS0O4, e 0 meio de producdo MPII (meio B)
composto por (g L1): 50,0 sacarose; 1,5 NHsH2PQOgs; 2,5 K2HPO4; 5,0 KH2PO4; 2,0
(NH4)2S04; 0,3 MgS0O4 (SOUW e DEMAIN, 1979; CADMUS et al.,1978 modificado por
VENDRUSCOLO et al., 2000). Para ambos os meios o pH inicial foi ajustado para 7.

2.3 Producéao de xantana

A xantana foi produzida em frascos Erlenmeyers de 1 L, com 400 mL de meio
de producao (MPI+Il e MPII) e 100 mL de in6culo. Os frascos foram mantidos em
incubadora agitadora orbital (New Brunswick, Scientific, modelo Innova 4230) na
temperatura de 28°C e 200 rpm de agitacéo durante 72 h (SOUZA e VENDRUSCOLO,
1999).

2.4 Recuperacao de xantana

A recuperacdo da xantana foi realizada através da centrifugacdo (Sorvall
Instruments RC-5C) do caldo fermentativo para remocdo das células
(VENDRUSCOLO et al., 2000). Em seguida, foi adicionado etanol 96% (razéo
etanol:caldo de 4:1 (vw1)) para precipitacido do biopolimero (GARCIA-OCHOA et al.
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2000). A xantana obtida foi seca em estufa (FANEM LTDA) a 56 °C até peso
constante, triturada e peneirada a granulometria de 150 mesh.

2.5 Preparacao das solucdes

O preparo das solu¢des para analise de espalhamento de luz foram preparadas
de acordo com Oliveira et al.,, (2013) com algumas adapta¢gbes. As amostras de
xantana foram solubilizadas em agua destilada e deionizada em concentracdo de 1 g
L seguida de adicdo de 1x103 g L de azida sdédica, para evitar a contaminacao
microbiana das solugfes, em agitador magnético por 16h em uma temperatura de 50
°C. Para remover particulas de poeira e agregados, as solu¢des foram filtradas
através de membranas estéreis de Nitrato de Celulose com porosidade variando de
0,45 um e 0,22 ym (UNIFIL), sob pressdo controlada. A concentracdo final das
solugdes foi verificada por gravimetria. A partir da solugéo estoque, foram preparadas
diluigbes, utilizando o mesmo solvente com agitagao. As diluicdes passaram por um
processo de banho ultrassénico por 10 min, para remocédo de bolhas de ar. As
concentracfes das solu¢cdes variaram dentro de uma faixa do regime diluido, ¢ < 1,3
x102g L1,

2.6 Determinacdo do tamanho das particulas

O tamanho das patrticulas foi medido por espalhamento de luz dindmico (DLS), através
de um caracterizador de particulas em dispersdes liquidas, Litesizer™ 500 (Anton
Paar, Austria). As amostras foram analisadas em uma cubeta descartavel de
poliestireno com no minimo 3 repeticdes. Todas as analises foram realizadas a 25 °C.
O angulo de medicao foi selecionado no modo automatico, neste modo o angulo ideal
€ encontrado automaticamente para a amostra, com base na transmitancia, que é
medida continuamente. O Litesizer™ 500 utiliza um laser de comprimento de onda
658 nm a partir de um diodo laser de frequéncia Unica, fornecendo 40 mW. O indice
de refracdo e a viscosidade do solvente (dgua destilada e deionizada) nédo foram
avaliados, e foram considerados 1,3302 e 0,0008903 Pa.s, respectivamente, segundo
0 banco de dados do software. Os resultados das analises foram obtidos através do

software Kalliope™ do Litesizer™.
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2.7 Determinagao da massa molar

A massa molar foi medido por espalhamento de luz estatico (SLS), através de
um caracterizador de particulas em dispersdes liquidas, Litesizer™ 500 (Anton Paar,
Austria).

As amostras foram analisadas em uma cubeta de quartzo a 25 °C. Para cada
xantana analisada foram necessérias trés concentracdes diferentes de amostra para
gerar o grafico de Debye, uma amostra de solvente (agua destilada e deionizada) e
uma amostra de referéncia (tolueno). Foi adotada uma correcdo de forma (Shape
correction), caso as particulas nédo se espalhassem isotropicamente, espiral (coil). O
raio hidrodinamico foi medido anteriormente para cada amostra. O incremento do
indice de refracdo (dn/dc) foi considerado 0,105 mL g, segundo Diaz, (2009). Os

resultados das analises foram obtidos através do software Kalliope™ do Litesizer™.

2.8 Processamento de dados

Os resultados obtidos do software Kalliope™ do Litesizer™, foram plotados
gréficos através do OriginPro 8 SRO (OriginLab) para o tamanho da particula e os
dados da massa molar foram plotados no programa STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc.
(2004)).

Resultados e discusséo
3.1 Raio hidrodinamico e polidisperséao

A partir da andlise de tamanho de particulas foram determinados o indice de
polidispersdo (PDI) e os raios hidrodinamicos (Rn) das amostras de xantana com
concentracdo de aproximadamente 0,001 g L, conforme é apresentado na Tabela 1.

As amostras de xantanas apresentaram raio hidrodinamico diferentes entre
eles. O meio de producao utilizado causou diferengcas no raio hidrodinamico das
xantanas produzidas pelas cepas 24, 31, 66 e 73. Os outros isolados néo
apresentaram diferenca estatisticas entre os meios estudados.

Os resultados do raio hidrodinamico para o meio B apresentaram valores
superiores ao encontrados por Diaz, (2009), que utilizou o0 meio B na producéo de
Xanthomonas arboricola pv pruni cepa 06, encontraram um Rux de 0,171um.
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Tabela 1. Raio hidrodindmico (Rn) e indice de polidisperséo (PDI) obtidos para solu¢des aquosas de
xantana na concentracdo 0,001 g L, produzidas em meios de produgéo diferentes.

Meio A Meio B
(MPI+Il) (MPI1I)
Xantana Ru PDI RH PDI
(Hm) (um)

03 0,4070+0,14ABCa  0,2981 0,4499+0,0242  0,2676
15 0,4148+0,01~BCa  0,4476  0,3697+0,07~Ba 0,2559
24 0,2771+0,058¢b 0,6689  0,3943+0,01AB2 0,3035
31 0,6966+0,0842 0,4108  0,3050+0,03ABb 0,2033
33 0,3544+0,17B.C2 0,3665 0,2024+0,0582  0,2921
46 0,2425+0,18B¢. 0,4301  0,2504+0,03ABa 0,6405
49 0,2297+0,09B.Ca 0,2648  0,2891+0,04AB2 0,2675
66 0,1381+0,03B.CPb 0,3351  0,3752+0,02ABa  0,4507
73 0,1060+0,03¢b 0,3253  0,3731+0,06~B2 0,3368
76 0,2740+0,14BC.a 0,4067  0,3036+0,04ABa 0,3325

NRRLB-1459 0,4521+0,17AB2 0,2349 0,4359+0,2242  0,2924

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

Southwick et al., (1980), encontraram raio hidrodindmico, para xantana
comercial, com uma estrutura ordenada, nativa e ndo agregada, Rn de 0,100 um,
resultado inferior ao encontrado no presente estudo para xantana comercial NRRLB-
1459 em ambos 0s meios.

A distribuicdo da massa molar ou polidisperséo, é determinada a partir da razao
entre a massa molar ponderal média e a massa molar numeérica média (Mw/Mn)
(LUCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001). Este parametro esta relacionado com o

indice de polidispersao calculado pelo Litesizer™ 500 (Anton Paar, Austria).
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O indice de polidispersdo das 11 cepas analisadas variaram de 0,2 a 0,6.
Valores considerados aceitaveis e que indicam uma populacdo homogénea. PDI
maiores que 0,7 indicam que a amostra possui uma distribuicdo de tamanho de
particula muito ampla, ndo sendo adequada para ser analisada pela técnica de
espalhamento dinamico de luz (DANAEI et al., 2018).

3.2 Distribuicdo do tamanho de particulas por intensidade

As distribuicbes do tamanho de particulas por intensidade estdo dentro do
regime diluido de concentracdo para a xantana, ¢ < 1,3 x10?g L, segundo Oliveira
et al., (2013). Essas distribuicbes consistem de um numero de classes de tamanho
(um) no eixo X com a porcentagem relativa de particulas, em cada classe de tamanho,
baseada na intensidade da luz espalhada no eixo Y.

As Figuras 1 e 2 apresentam a distribuicdo de tamanho por intensidade para
as amostras de xantanas produzidas com o0 meio A, com concentracédo
aproximadamente de 0,001 g L'1. As amostras apresentaram distribuicdo monomodal,
comportaram-se como se fossem Unicas e ndo houvessem outras particulas, e
encontraram-se distantes uma das outras de forma que ndo ocorreu nenhum tipo de

interacdo intermolecular.
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-1459 produzidas pelo meio A.

As Figuras 3 e 4 apresentam a distribuicdo de tamanho por intensidade para

as amostras de xantanas produzidas com o0 meio B,

com conce ntra(;éo

aproximadamente 0,001 g L*. As amostras apresentaram o mesmo comportamento

gue as amostras do meio A.
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Figura 4. Distribuigdo de intensidade por tamanho das particulas para amostras 49, 66, 73, 76 e NRRLB
-1459 produzidas pelo meio B.

As xantanas apresentaram comportamento monomodal, afirmando que a
concentracédo (g L) de xantana em solugdo encontram-se no regime diluido. Diaz,
(2009), afirma que conforme a concentracdo de xantana na solugdo aumenta, a
distribuicdo de intensidade por tamanho de particula passa de um comportamento

monomodal para bimodal e trimodal, ou seja, de um regime diluido em ¢ < 1,3x107?
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g L, para semidiluido em 1,3x102 g L* < ¢ < 1,1x10! g L* e concentrado quando
c>1,1x10t g L.

3.2 Massa Molar de xantana

A massa molar das xantanas estudadas foi medido por espalhamento de luz
estatico (SLS), através de um caracterizador de particulas Litesizer™ 500. Os
resultados da massa molar, coeficiente de determinagéo e a segunda constante virial

sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Massa molar (Mw), coeficiente de determinacéo (R?) e segunda constante virial (A2) das
xantanas produzidas por diferentes cepas e meios de producéo.

Cepa Meio A Meio B
Mw R? Az Mw R? Az
(Da) (Da)
03 2,46x107 0,905 Positiva 1,73x107 0,833 Positiva
15 2,56x107 0,982 Positiva 3,31x107 0,998 Positiva
24 1,76x107 0,970 Positiva 3,61x108 0,999 Positiva
31 2,36x107 0,018 Positiva 8,62x108 0,216 Negativa
33 2,96x107 0,551 Positiva 5,77x108 0,936 Positiva
46 4,19x107 0,693 Negativa 3,93x107 0,997 Positiva
49 1,58x107 0,808 Positiva 2,41x107 0,991 Positiva
66 5,89x107 0,996 Positiva 4,46x10° 0,899 Positiva
73 1,61x107 0,736 Positiva 3,56x107 0,992 Positiva
76 2,88x107 0,976 Positiva 16,6x107 0,928 Positiva

NRRLB-1459 3,85x107 0,762 Negativa 8,07x107 0,685 Negativa
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O meio de producéao influencia na massa molar da xantana. As xantanas pruni
apresentam diferentes massa molar, variando de 0,4 a 361 KDa. A xantana NRRLB-
1459 apresentou massa molar diferente entre os meios, 3,85x107 Da para o meio A e
8,07x107 Da para o meio B, valores superiores ao encontrado na literatura.

Na literatura encontramos diferentes massa molar de goma xantana comercial
por diferentes métodos, 3,16x10° Da (VIEBKE E WILLIAMS, 2000), 4,2x10° Da
(FARIA et al.,, 2011), 17x10° Da (EREN et al., 2015). Papagianni et al., (2001),
analisaram a Xanthomonas campestris ATCC 1395 com uma massa molar cerca de
5x10° Da.

Segundo Borges e Vendruscolo, (2008), a massa molar de xantana pode ser
encontrada por algumas técnicas, encontrando valores que variam de 1,1 a 47x10°
Da. Essa grande diferenca de valor na massa molar de diferentes xantana, € devido
a massa molar ser influenciada pela patovar de Xanthomonas campestris
(SHATWELL et al.,1990), pela velocidade de agitacdo empregada na fermentacao
(PETERS et al., 1989), a temperatura durante a fermentacao (CASAS et al., 2000), e
pelo contetdo dos substituintes acetil e piruvato (CALLET et al. 1987).

Conclusao

A partir dos resultados apresentados, foi possivel estudar o comportamento
hidrodinamico das xantanas produzidas pelos diferentes meios de producéo (meio A
e 0 meio B). Um método nado-espectroscopicos, o espalhamento de luz, foi utilizado
para caracterizar o raio hidrodinamico (Rn), o indice de polidispersao e a massa molar
ponderal médio (Mw) das xantanas analisadas. Todas as xantanas produzidas
apresentaram raio hidrodinamico diferentes e o meio de produg&o provocou diferenca
no raio hidrodindmico das xantana 24, 31, 66 e 73. O indice de polidispersao indicou
gue as solucbes de xantanas apresentaram uma populacdo homogénea. O meio de
producédo também influenciou na massa molar das xantanas analisadas, as xantanas
pruni variaram de 0,4 a 361 10° Da e a massa molar da xantana comercial NRRLB-
1459 foi de 3,85x107 Da para o meio A e 8,07x107 Da para o meio B. A caracterizagdo
hidrodindmicas das xantanas, é necessaria para conhecer seu tamanho e massa

molar para futuras aplicacdes
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5 CONCLUSAO GERAL

O comportamento das propriedades dinamicas de 10 cepas de Xanthomonas
arboricola pv pruni e uma cepa comercial NRRLB-1459 foi estudado. Cada xantana
foi produzida em 2 meios de producéo diferentes (meio A e o meio B). A caracterizagéo
hidrodinamica das xantanas foi obtida através de um caracterizador de particulas em
dispersdes liquidas. As amostras de xantanas apresentaram raio hidrodinamico e

massa molar distintas entre elas e um indice de polidisperséo aceitavel indicando uma
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solugdo homogénea. As solucbes analisadas estdo dentro do regime diluido de
concentracdo e o meio de producao influenciou as propriedades hidrodinamicas.
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