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RESUMO

A produgéao de cervejas tem aumentado exponencialmente nos ultimos 20 anos,
tendo como consequéncia, a geragao anual de milhdes de toneladas de residuos, como
o bagago de malte. Atualmente, esse residuo é destinado em quase sua totalidade, para
elaboragao de racao animal. Entretanto, por sua composi¢ao quimica ser rica em fontes
de fibras, carboidratos e proteinas, o bagago de malte pode ter um potencial de
aproveitamento para outros fins de maior valor agregado. Nessa tematica, o
aproveitamento de bagaco de malte proveniente de cervejarias para producédo de
biopolimeros, como a goma xantana (XG), evitaria problemas ambientais e representaria
para o pais uma alternativa produtiva e econdmica além de ainda gerar empregos. A
goma xantana é um polissacarideo extracelular com cadeia principal a base de celulose
e ramificagdes laterais de trissacarideos contendo acido glucurdnico e acido piruvico que
Ihes conferem um carater anionico. Obtida pela fermentacao de fontes de carbono e agao
da bactéria Xanthomonas campestris, € considerada segura e aprovada para uso em
industrias alimenticias e farmacéuticas, como emulsificantes, espessantes e
estabilizantes, podendo também ser usadas para sistemas de liberagdo controlada de
farmacos. Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo, produzir goma
xantana com bagago de malte (XGM) obtido de cervejarias artesanais e goma xantana
com sacarose comercial (XGSac), caracterizar as gomas do ponto de vista coloidal e
reolégico e compara-las com goma xantana padrdao Sigma Aldrich® (XGS) e goma
xantana produzida com soro de leite (XGSL). As gomas xantanas foram produzidas em
meio de cultura inoculado com Xanthomonas campestris pv. campestris, incubadas a 28
°C por 120 h. Depois de purificadas com mistura de etanol:agua, foram caracterizadas
por espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR) e apresentaram composicéao e
estrutura quimica semelhantes as gomas de referéncia (XGS e XGSL). Analises térmicas
(TGA e DTA) indicaram que as gomas produzidas, apresentaram comportamento
diferente das gomas de referéncia, provavelmente por incorporagcdo de diferentes
componentes do meio durante a etapa de purificagcdo. A caracterizagao reoldgica

estacionaria mostrou comportamento pseudoplastico para todas as amostras. Na



reologia oscilatoria, todas as gomas tiveram formac&o de rede viscoelastica com
formagéao de “gel fraco”. O potencial zeta (ZP) de todas as gomas foi negativo em fungéo
do carater anidnico, o que confirmou boa estabilidade coloidal das solugdes xantanicas.
O complexo SDZ-Na/XGM (sulfadiazina de sddio e goma xantana produzida com bagago
de malte) mostrou que o composto foi estavel em solugdo e no estado sélido, decorrente
da interacao entre a SDZ-Na e XGM. A calorimetria de titulac&o isotérmica mostrou que
o0 complexo possui 2 sitios de interagdo, com estequiometrias de ~ 0,2:1 e = 2,6:1. Os
ensaios microbioldgicos indicaram que a SDZ-Na, XGM e SDZ-Na/XGM foram eficientes
para reduzir, mas nao inibir totalmente o crescimento de S.aureus, P. aeruginosa, E.coli

e Salmonella.

Palavras-chave: Bagago de malte, biopolimero, espessante.



ABSTRACT

Beer production has increased exponentially in the last 20 years, resulting in the
annual generation of millions of tons of waste, such as malt bagasse. Currently, this
residue is destined in almost its entirety, for the elaboration of animal feed. However, due
to its chemical composition being rich in sources of fiber, carbohydrates and proteins,
malt bagasse may have the potential to be used for other purposes with greater added
value. In this theme, the use of malt bagasse from breweries for the production of
biopolymers, such as xanthan gum (XG), would avoid environmental problems and
represent a productive and economic alternative for the country, in addition to generating
jobs. Xanthan gum is an extracellular polysaccharide with a cellulose-based main chain
and trisaccharide side branches containing glucuronic acid and pyruvic acid that give it
an anionic character. Obtained by the fermentation of carbon sources and the action of
the bacterium Xanthomonas campestris, they are considered safe and approved for use
in the food and pharmaceutical industries, as emulsifiers, thickeners and stabilizers, and
can also be used for controlled drug release systems. In view of the above, the present
work aimed to produce xanthan gum with malt bagasse (XGM) obtained from craft
breweries and xanthan gum with commercial sucrose (XGSac), characterize the gums
from a structural, colloidal and rheological point of view and compare them las with Sigma
Aldrich® standard xanthan gum (XGS) and whey-produced xanthan gum (XGSL).
Xanthan gums were produced in culture medium inoculated with Xanthomonas
campestris pv. campestris, incubated at 28 °C for 120 h. The gums, after being purified
with an ethanol:water mixture, were characterized by infrared spectroscopy (FTIR) and
showed chemical composition and structure similar to the reference gums (XGS and
XGSL). Thermal analysis (TGA and DTA) indicated that the produced gums presented
different behavior from the reference gums, probably due to the incorporation of different
components of the medium during the purification step. The stationary rheological
characterization showed pseudoplastic behavior for all samples. In oscillatory rheology,
all gums had viscoelastic network formation with formation of "weak gel". The zeta

potential (ZP) of all gums was negative as a function of the anionic character, which



confirmed good colloidal stability of xanthan solutions. The SDZ-Na/XGM complex
(sodium sulfadiazine and xanthan gum produced with malt bagasse) showed that the
compound was stable in solution and in the solid state, due to the interaction between
SDZ-Na and XGM. Isothermal titration calorimetry showed that XGM has 2 sites of
interaction, with stoichiometries being ~ 0.2:1 and ~ 2.6:1. Microbiological assays
indicated that SDZ-Na, XGM and SDZ-Na/XGM were efficient to reduce, but not totally
inhibit, the growth of S.aureus, P. aeruginosa, E.coli and Salmonella.

Keywords: Malt bagasse, biopolymer, thickener.
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1 INTRODUGCAO

A crescente demanda por agdes voltadas a sustentabilidade ambiental bem como
o enrijecimento das legislagdes que se desdobram em elevadas multas por poluigéo,
vém induzindo o meio industrial a buscar ingredientes “verdes” com a implementacgao de
processos e obtengéo de produtos de forma ecologicamente correta e que minimizem a

poluicdo ambiental e reduzam a geragao de residuos.

Nesse contexto, a palavra sustentabilidade vem sendo citada constantemente,
com objetivo de determinar agcdes para atender os consumidores, sem prejudicar o
ambiente e o futuro das proximas geragdes. A utilizagdo de residuos e uso de
biopolimeros de origem microbiana sdo exatamente o tipo de recurso industrial
sustentavel capaz de competir com polimeros sintéticos (petroquimicos) e outros
modificados geneticamente, sendo indicados e utilizados como novos produtos
industriais (TROMMER, 2014; HABIBI et al., 2017).

O mercado cervejeiro esta em ascensao mundial. No Brasil, 0 aumento de registro
no numero de estabelecimentos de bebidas se mostra constante nos ultimos 20 anos,
com uma taxa meédia de 19,6% de crescimento por ano e ja representa 2% do PIB
nacional, conforme o Anuario da cerveja (BRASIL, 2019). Esta alta produtividade, no
entanto, gera um aumento no volume dos residuos decorrentes da cadeia produtiva. A
geracao de residuos nesse setor € alta, e de acordo com alguns pesquisadores,
correspondem em torno de 30 a 50 g de residuo seco para cada litro de cerveja.
(BALOGUN et al., 2017; BOREL et al., 2020).

A disposicao final destes residuos no ambiente, que sdo gerados em grande
volume, causaria um aumento na poluicdo ambiental e sérios danos ao ecossistema em
que forem destinados. Sua composigao quimica, rica em compostos organicos, necessita
de elevada demanda bioquimica de oxigénio para se degradar. Assim, alteragdes do

equilibrio ecoldgico no local em que estes substratos serdo destinados, seria inevitavel.
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O fato de o bagaco de malte possuir em sua composigao, riquissimas fontes de
fibras, carboidratos e proteinas, torna-o parecido com outros alimentos de consumo
humano, trazendo assim, beneficios para a saude. Sua forma mais comum de
reaproveitamento € como ingrediente complementar em paes, biscoitos, entre outros
alimentos, sendo a maior parte desse residuo utilizada na alimentagdo animal,

principalmente de ruminantes (COSTA et al., 2019).

Buscar novas rotas para destinar esse residuo, gerar novos produtos e
principalmente, trazer beneficios ao meio ambiente € um desafio que fara com que o
residuo se torne matéria-prima para um novo processo (MOSTAFA et al., 2018). Uma
das formas de se reaproveitar o residuo seria na produgdo de goma xantana, seja para
aplicagdes alimenticias ou ndo. Nesse cenario, suprir a demanda interna de goma
xantana (XG) buscando maior competitividade e principalmente reduzindo custo no valor
final, seria uma excelente alternativa para o mercado interno, ja que a maior parte da XG

utilizada no Brasil € importada.

A goma xantana, descoberta no final da década de 1950 e aprovada pela US Food
and Drug Administration (FDA), foi o segundo biopolimero apresentado para uso
comercial como estabilizante e emulsificante. As gomas xantanas (XG's) sao
exopolissacarideos (EPS) que consistem em unidades de agucares simples, como
glicose, manose e frutose, produzidas por bactérias fitopatogénicas da espécie
Xanthomonas spp. que utilizam ampla gama de carboidratos para produzi-las. Possuem
propriedades tecnoldgicas unicas como, biodegradabilidade, solubilidade em agua, alta
capacidade espessante, estabilidade térmica, estabilidade frente ao pH e a presenca de
sais alcalinos (contra precipitagdo) em uma ampla faixa de valores, além de propriedades
coloidais e reoldgicas muito particulares. Por esse motivo as XGs se destacam nas
industrias alimenticias, biotecnoldgicas, medicinais, farmacéuticas, de papel, téxteis e
petroliferas como espessantes e emulsificantes (XIN et al., 2015; DA SILVA et al., 2018;
ELELLA et al., 2020).
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A demanda por XG tem aumentado continuamente a cada ano e estima-se que
cresca continuamente a uma taxa anual de 5-10% (BAJIC, et al., 2017 ). Dentre os
grandes produtores, destacam-se a Merck e Pfizer (Estados Unidos), Rhone Poulenc,
Mero-Rousselot-Santia e Sanofi-Elf (Franga), Saidy Chemical (China) e Jungbunzlauer
(Austria) (GARCIA-OCHOA et al., 2000; MENEZES, 2012).

A XG de qualidade alimentar apresenta um alto custo devido ao uso de glicose e
sacarose como fontes de carbono. Isso se deve justamente aos padrbes de pureza
impostos pela FDA em 1969 nos Estados Unidos e que foram aplicados na Europa em
1974. No Brasil, desde 1965 a adigdo de XG obtida de glicose em alimentos, ja era
permitida. Para utilizacdo da XG em aplicagbes nao alimenticias, a utilizagdo de
substratos mais baratos ou residuos tem sido motivo de estudo (GOMES et al., 2019).
No entanto, o pais € gerador de insumos que possibilitam a sua produgdo. Levando em
consideragao que o custo das matérias-primas contribui significativamente para o custo
geral de producao, a alternativa € o uso de residuos de baixo custo, como soro de queijo,
polpa de beterraba e frutas, cana-de-agucar, melago e outros que sdo matérias-primas
alternativas para a produgdo de XG (SALAH et al, 2010; GILANI et al.,
2011 ; NIKNEZHAD et al., 2015).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi produzir goma xantana a partir da
reutilizagao do residuo cervejeiro (bagago de malte) e caracteriza-la do ponto de vista
reoldgico e coloidal. Além disso, testar seu uso como sistema de liberagao controlada de

farmacos, através de seu complexo com o farmaco Sulfadiazina de sdodio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Residuos agroindustriais

2.1.1 Aproveitamento de residuos agroindustriais

Em qualquer processo produtivo, a geragao de residuos e subprodutos € uma
consequéncia natural. Entdo, buscar novas utilizagdes viaveis para o reaproveitamento
de residuos € seguir um caminho certo para tornar o processo sustentavel e minimizar
os impactos ambientais. O ideal é que, se possivel, o residuo se torne matéria prima
para um novo processo, constituindo uma segunda transformacéo que minimize ainda
mais a carga de residuos. A estratégia de se reaproveitar e reutilizar as sobras ou
descartes inutilizados gerando novas fontes de matéria-prima para outros setores além

do agroindustrial gera maior competitividade entres as industrias (MENEZES et al, 2011).

Os setores alimenticios e agroindustriais, por produzirem alta quantidade de
residuos, enfrentam problemas em suas disposigdes finais, sejam eles liquidos ou
sélidos. Esses apresentam grande potencial poluente, perdas n&o inerentes ao processo
produtivo que agregam valor econdmico e por isso nao podem ser considerados como
lixo, devendo ser reaproveitados. A Lei 12.305 (BRASIL, 2010) institui a Politica Nacional
de Residuos Sdélidos e, no seu artigo 13, classifica os tipos de residuos quanto a sua
origem. Nesse artigo estdo inclusos os residuos industriais que sdo gerados nos
processos produtivos e instalagdes industriais e os residuos agrossilvopastoris que séo
gerados nas atividades agropecuarias e silviculturais. E justamente aqui que se
enquadram os residuos agroindustriais. Essa lei obriga os responsaveis a estabelecerem
uma gestao e gerenciamento seguindo a ordem de prioridade: a ndo geragéo, redugao,
reutilizagdo, reciclagem, tratamento de residuos sélidos e disposi¢ao final correta
(VALENTE et at., 2009).
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A titulo de explicacdo, os residuos sélidos sido constituidos por material,
substancia, objeto ou insumo descartado resultante de atividades humanas em
sociedade, cuja composicdo final se encontra nos estados soélido ou semissdlido
(BRASIL, 2010).

A destinacdo final dos residuos agroindustriais € um problema ambiental
mundialmente citado. No Brasil, isso ndo é diferente. Em 2020, a safra nacional de graos
chegou a 247 milhdes de toneladas conforme o Levantamento Sistematico da Produgao
Agricola (LSPA) (BRASIL, 2020). Com a mesma velocidade, a producao de residuos
agroindustriais foi crescente. Por possuirem baixo ou nenhum valor econémico, a
conversdo desses residuos em outros novos produtos seria uma alternativa para
valorizar esses residuos, contribuindo positivamente para a minimizagao da poluigao
ambiental, bem como para diminuir os custos de produgédo e promover sua valorizagao
econdmica (FERNANDES et al., 2008; GONCALVES et al., 2015).

Uma forma comum de reutilizacdo de residuos € na alimentacdo de ruminantes,
composta de residuos da industria cervejeira (bagaco de malte), residuos da industria de
sucos (casca e sementes), residuos da industria de cerais (farelo de arroz, de trigo e
outros) e residuos da industria da cana-de-agucar (bagaco de cana). (MARTINS et al.,

2014; COSTA et al., 2019). No Quadro 1, alguns exemplos de reutilizagado de residuos.
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Quadro 1 - Diversos tipos de residuos agroindustriais utilizados como matéria-prima de novo
produto

Tipo de residuo Novo produto Referéncia
Lixo organico Fertilizante organico Beesigamukama, et al,
2021
Residuos de laticinios Bioplasticos, biomassa, derivados Ahmad et al, 2019
de soro de leite, acido citrico, acido
latico.
Melago de beterraba, bagago de Pullulan Singh et al, 2019

mandioca, casca de arroz,
bagacgo de cana

Bagaco da cana-de-agucar Etanol de segunda geragao Martins et al., 2014

Casca e sementes de melao Doce, geleia e farinha. Miguel et al, 2008
minimamente processado

Casca de coco verde Enzimas Coelho et al, 2001

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

2.1.2 Residuos na Industria cervejeira

O setor cervejeiro no Brasil ndo para de crescer, sendo o pais o0 3° maior produtor
mundial, com média 13,3 bilhdes de litros/ano, atras somente da China e Estados Unidos
que produziram 46 e 22 bilhdes, respectivamente. Nessa conta entram cervejarias ja
consolidadas (Ambev, Heineken, Grupo Petropolis) e as cervejarias artesanais. Esse é
um setor muito relevante para economia brasileira, uma vez que é responsavel por 2%
do PIB e 14% da industria de transformacgdo nacional, que gerou R$ 77 bilhdes em
faturamento. Além disso, cria mais de 2,7 milhées de empregos ao longo de toda cadeia
produtiva (SINDCERYV, 2021).

De acordo com Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em
2010 havia apenas 114 cervejarias registradas e em 2019 ja passam de 1209 nas 26
Unidades de Federagcdo (UF), conforme ilustrado na Figura 1. A taxa média de
crescimento nos ultimos 5 anos ficou em 36,4%. Entre as Unidades de Federacgao, 80%

dos estabelecimentos estdo concentrados nas regides Sul e Sudeste. Os maiores
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numeros de cervejarias estdo concentrados em Sao Paulo, seguido por Rio Grande do
Sul e Minas Gerais (Figura 2).

Figura 1 - Numero de registros de cervejarias no MAPA por ano
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Fonte: Brasil, (2019).

Figura 2 - Numero de registros de cervejarias no MAPA, por UF
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Fonte: Brasil, (2019).

O processo produtivo da cerveja € dividido em varias etapas e, resumidamente,

podemos dividir em 3 fases. A primeira, contempla a obtencéo e preparagdo do mosto,
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que € a extracdo e hidrolise dos componentes da cevada maltada; a segunda, a
fermentacao dos agucares disponiveis na etapa anterior com adi¢ao de leveduras, que
fazem a conversdo de agucares em alcool; e a terceira, € o acabamento ou
processamento final, que € a filtragcéo, estabilizagdo e o engarrafamento (AQUARONE,
1993). A Figura 3 mostra um fluxograma com as etapas do processo e indica onde ha

geragéao de residuos.

Figura 3 - Fluxograma basico do processo de fabricagéo de cerveja e indicagéao de residuos
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

Os graos de cevada sdao a matéria-prima principal no processo de fabricagao
cervejeira. E o cereal mais utilizado em funcéo do seu baixo preco, valor nutricional e
oferta, se comparado com o trigo (AKAR et al., 2004). Agua de boa qualidade para

compor o produto e higienizar os equipamentos também é utilizada em grandes volumes.
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A levedura, que é outro item indispensavel, faz o trabalho da fermentacdo nas

cervejarias.

Evidentemente que, se comparadas a outras industrias de transformacao,
ambientalmente, as cervejarias sdo menos poluentes. Contudo, com o aumento
exponencial das cervejarias, € notadamente crescente também a geracéo de residuos e
isso € motivo de preocupacdo. Considerando que quase todos os residuos sao
descartados, a carga de poluicado que o meio ambiente recebe ¢ altissima, o que torna o
setor cervejeiro potencial poluidor do meio ambiente em virtude de seu alto teor de
sélidos em suspensao, presenga de fésforo e nitrogénio e de sua alta carga organica.
(SANTOS & RIBEIRO, 2005; VENTURINI, 2016).

Entre os principais residuos gerados estdo o bagaco de cevada (mais conhecido
como bagaco de malte), levedura residual, agua de lixiviagdo, pasta celuldsica (rétulos
removidos na limpeza das garrafas), latas, tampas metalicas, vidros e terra Diatomacea,
utilizada na clarificagdo da cerveja. O bagago de malte € um subproduto formado pela
parte sélida apds a filtragdo do mosto cervejeiro que € composto principalmente de restos
de casca e polpa de malte. Em quantidades, o bagago de malte € o principal subproduto
do processo cervejeiro e representa cerca de 85% dos subprodutos gerados no processo
produtivo. Para cada 100 kg de malte de cevada utilizado na produgéo de cerveja, sao
gerados cerca de 110 — 120 kg de residuos soélidos e umidos, correspondendo em torno
de 15 a 30 kg de bagaco de malte a cada 100 litros de cerveja produzida. Isso equivale
a 30 milhdes de toneladas de residuo cervejeiro produzidas anualmente, dispostas em
forma umida, prensada e seca (VENTURINI, 2016; COSTA et al, 2019; BOREL et al.,
2020).

O bagaco de malte possui excelentes caracteristicas para tornar-se matéria-
prima. Sua constituicdo apresenta alto teor de umidade, fibras, ja que € composta por
hemicelulose, lignina e celulose, além de, carboidratos, proteinas, compostos fendlicos,
vitaminas do complexo B e residuo mineral fixo. Cordeiro et al., (2012) avaliaram a

composi¢cao centesimal do bagagco de malte que estdo mostrados no Quadro 2. Por
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apresentar consideravel valor nutritivo, é bastante comercializada para industria de ragao
animal. Seu alto teor de fibras, que auxiliam na prevencao de doencas intestinais, esta
despertando o interesse das industrias de alimentos em utiliza-lo na alimentagéo
humana, seja como melhoramento ou enriquecimento de produtos (BIELI, 2015). A alta
concentracdo de carboidratos, favorece o processo de fermentacdo em processos
industriais. Constitui um exemplo, o seu uso na industria quimica para producgao de xilitol,
acido citrico e acido latico (PANZARINI et al; 2014). Desse modo, reutilizar e agregar valor
a esse residuo fermentavel € de suma importancia para o desenvolvimento de novos

produtos, a redugéo do impacto ambiental e ainda a geragao de lucro para os fabricantes.

Quadro 2 - Composigao centesimal aproximada de residuo umido de bagaco de malte
Andlise (%) Bagaco de malte (base umida)

Umidade 75,45+0,48
Proteinas totais 5,37+0,03
Gorduras totais 2,43+0,05

Fibra bruta 3,98+0,04
Residuo mineral fixo 1,29+0,02
Carboidratos 15,46+0,03

Fonte: Cordeiro et al., (2012).

2.2 Exopolissacarideos de origem microbiana

Exopolissacarideos (EPS) microbianos sao polissacarideos extracelulares
(biopolimeros hidrofilicos de alta massa molecular), produzidos durante o crescimento
de fungos e bactérias, que sado ligados a superficie das células ou excretados para o
meio na forma de limo. Esses compostos sdo constituidos de unidades de agucar

simples, como manose, glicose, frutose e assim por diante e apresentam uma ampla
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gama de propriedades funcionais, com potencial de aplicagdo em varios setores
industriais. (SEESURIYACHAN et al., 2012; ELELLA et al.,2020).

A producao de EPS pelos microrganismos esta relacionada com a capacidade de
sobrevivéncia do microrganismo em condi¢des adversas do meio ambiente, como
variagbes de temperatura, estresse hidrico e salino. Esses EPS possibilitam a bactéria,
aderéncia e colonizagao das superficies solidas onde os nutrientes se acumulam e
ajudam na fixagdo de minerais, protegem o microrganismo contra desidratagao, atuam
como fonte de carbono e energia, impedem que virus e anticorpos se liguem a sitios
ativos sobre a parede celular e ainda envolvem as membranas das células protegendo-

as do dessecamento e outros estresses ambientais (MISHRA et al., 2013).

As gomas produzidas por fermentagdo microbiana (xantana, gelana, dextrana,
levana, curdlana, pululona, celuldsicas), sao exemplos de EPS. A necessidade de
producdo de EPS em escala comercial iniciou-se da demanda das industrias de
alimentos, farmacéutica e petroquimica por substituir e complementar as gomas naturais
(arabica, agar, carragena, guar, adraganta, karaya, alginatos, tragacante, locusta) que
sdo usadas como gelificantes, espessantes, colbides protetores, recuperacéao terciaria
de petréleo entre outras varias aplicagées (BHATIA et al., 2015). Essas aplicagdes séo
determinadas pela composigéo quimica, ligagdes moleculares e grupamento que cada
tipo de goma possui. No geral, gomas com estrutura molecular linear formam solug¢des
mais viscosas do que as de mesmo peso molecular e ocupam maior espaco
(espessantes). Gomas com estrutura molecular ramificada formam géis e s&o altamente
estaveis porque as ramificagbes aumentam as possibilidades de ligacdes
intermoleculares. Outras, com estrutura molecular linear e ramificada, tém propriedades
mistas (PATEL et al., 2020). Dentre a grande variedade de biopolimeros, a representante
que tem maior importancia comercial, econémica e possui maior volume de producao

sdo as XGsproduzidas pela bactéria Xantomonas campestris sp. (PETRI, 2015).
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2.2.1 Bactérias do género Xanthomonas

A palavra Xanthomonas vem do grego e € composta pelo adjetivo Xanthus
(amarelo) e o substantivo feminino monas (unidade). Sdo bactérias Gram-negativas,
aerobicas, de haste reta (bastonetes) e curta, moveis por flagelo Unico maior que seu
comprimento (em média 2,3 um), encontrados isolados ou ndo, com dimensdes medias

aproximadas de 0,5 de largura e 1,4 ym de comprimento (Figura 4).

Figura 4 - Eletromicrografia de transmissao de Xanthomonas campestris (x 12.000)

Fonte: Garcia-Ochoa et al., (2000).

Geralmente sdo vistas em uma placa com agar nutriente como colbnias lisas,
viscosas e amarelas, conforme ilustrado na Figura 5, resultante da produg¢ao do pigmento
carotendide insoluvel em agua chamado de xantomonadina (SADDLER & BRADBURY,
2015).
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Figura 5 - Colbnias de Xanthomonas campestris em agar nutriente

Fonte: Batt & Tortorello, (2014).

Taxonomicamente, € um dos géneros de proteobactéria, pertencente a familia das
Pseudomonadaceae, ordem Pseudomonadales, classe Gammaproteobactéria, filo
proteobactéria e reino bactéria. E composta por mais 29 espécies que foram
reclassificadas com base na hibridagdo DNA-DNA (X. albilineans, X. alfalfae, X.
ampelina, X. arboricola, X. axonopodis, X. boreopolis, X. badrii, X. bromi, X. campestris,
X. cassavae, X. citrii X. codiaei, X. cucurbitae, X. cyanopsidis, X. cynarae, X.
euvesicatoria, X. frageriae, X. gardneri, X. holcicola, X. hortorum, X. hyacinthi, X.
malvacearum, X. maltophila, X. manihotis, X. melonis, X. oryzae, X. papavericola, X.
perforans, X. phaseoli, X. pisi, X. populi, X. sacchari, X. theicola, X. translucens, X.
vasicola, X. vesicatoria), além de incluir diferentes patovares que podem estar
associados & planta hospedeira (VICENTE & HOLUB, 2013; EUZEBY, 2016).

A identificacdo geral de Xanthomonas para as espécies baseia-se na capacidade
do organismo de hidrolisar gelatina e amido, produzir nitritos e amonia a partir de nitratos,
formar pigmento amarelo n&o soluvel em agar nutriente e pigmento marrom no agar de
extrato de carne bovina (BATT & TORTORELLO, 2014). Sao essencialmente
fitopatogénicas, ou seja, podem causar doencas em plantas e apresentam complexa

diversidade de interagdes em seu ciclo de vida, podendo sobreviver no solo, em plantas
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hospedeiras ou ndo, em sementes e ainda interagindo com insetos. A excegéao fica por
conta da X. maltophilia que € um patégeno humano (HOLT et al., 1994; MARCUZZO,
2009). Sao quimiorganotroficos, ou seja, capazes de usar acidos organicos, carboidratos
e sais, como fonte de energia para o metabolismo respiratério (GARCIA-OCHOA, 2000).
Também sao capazes de despolimerizar proteinas naturais e polissacarideos como
amido, celulose e pectina (SHARMA et al., 2014). Em testes bioquimicos, elas nao
desnitrificam e a catalase € positiva com producgéo de gas sulfidrico (H2S). Ja na oxidase,
indol, urease e nitrato-redutase, o resultado é negativo (SADDLER & BRADBURY, 2015).

A via preferencial de oxidagao da glicose € a via Entner-Doudoroff, com atuacao
das enzimas que envolvem a fosforilagdo de agucares de 6 carbonos e sua clivagem em
compostos de 3 carbonos. A permease transporta a glicose e a fosforilagao é feita pela
hexocinases, formando glicose-6-fosfato (Glc-6-P). Aqui, o fluxo metabdlico se divide
em dois caminhos. O primeiro onde o fluxo envolvido na sintese de xantana é
categorizados na montagem sequencial de nucleotideos de agucares transformados a
partir de Glc-6-P com sintese de polimeros de xantana. E o segundo pela via
dehidrogenase de glicose-6-fosfato que é catalisada em 6-fosfogluconolactona e ao
sofrer hidratacdo € catalisada pela lactonase em 6-fosfogluconato. Em seguida, quando
ha a desidratagcdo catalisada pela desidrase, forma-se o 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogluconato (KDPG) que é catalisado pela 2-desidro-3-desoxi-fosfogluconato aldolase
em 3-fosfogliceraldeido (GA-3-P) com produgao de fosfoenolpiruvato (PEP) e piruvato
(pyr) seguindo o fluxo metabdlico e produzindo a goma xantana, conforme mostra a
Figura 6 (CHIA-HUA & MARTIN, 2003; ROSALAM & ENGLAND, 2006; OLIVA-NETO et
al., 2011).
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Figura 6 - Via metabdlica da sintese de goma xantana e o metalismo da glicose em Xanthomonas
campestris NRRL-1459
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Fonte: Chia-Hua & Martin, (2003).

2.2.2 Xanthomonas campestris pv. campestris (X. campestris)

Xanthomonas campestris pv. campestris sao bactérias fitopatogénicas de
ocorréncia natural. Infecta naturalmente a familia Brassicaceae/Cruciferae incluindo
variedades de plantas herbaceas de grande importancia econdmica, como as hortali¢as,
cereais, leguminosas, frutas e plantas produtoras de oleos e gorduras vegetais (BILA et.
al. 2013).

E causadora da podriddo negra, que foi descrita primeiramente por Garman em

1894, isolando a bactéria de repolhos em Kentucky, EUA, mas sem determinar qual era
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o tipo. Em 1895, Pammel observou doenca semelhante em nabos na cidade de lowa,
EUA, e mostrou que a doenga foi causada por uma bactéria de coloragcdo amarela,
chamada de Bacillus campestris. Assim, observaram que a doenga ocorria
principalmente em culturas de Brassicaceae e em todos os continentes. E, portanto,
considerada a doenga mais importante das Brassicas em todo o mundo (VICENTE &
HOLUB, 2013; DA SILVA et al., 2018). O sintoma caracteristico da Podriddo negra € uma
infeccao local resultando em lesées quando ha entrada da bactéria pelos hidatodos das
folhas. Apds a infecgédo, as folhas murcham e ocorre mudanga na coloragao para
amarela, marrom e negra, tornando-se necrosadas com perda das folhas até a morte da

planta (Figura 7).

Figura 7 - Exemplos de Podriddo negra em vegetais

Fonte: Bila et al., (2013).

A area onde bactéria infecta, tem formato de “V” sendo o vértice voltado para o
centro da folha, progredindo para a nervura principal, onde ocorre a necrose (BILA et
al., 2013). Esta necrose é associada a producgado do exopolissacarideo “goma xantana”
que € responsavel por enormes prejuizos as lavouras, mas também, com grande
aplicabilidade e geragdo de lucros nas industrias alimenticias, farmacéuticas e
petroliferas, por sua utilizagdo como agentes emulsificantes, espessantes, estabilizantes
e agentes de suspensao (AHMAD et al., 2019; ELELLA et. al. 2020). A podriddo negra
tem sido controlada com a utilizagao de cultivares resistentes, desenvolvimento de

meétodos de controle mais eficientes, como a busca por informacgdes sobre a expressao
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de proteinas e genes do patégeno e o conhecimento da interagdo do patégeno com a
planta hospedeira (BRASIL, 2005).

A infecgdo por essa bactéria se da pela infestagdo por sementes, transplantes e
ervas daninhas infectadas. A disseminagao das bactérias pode ocorrer pelos insetos,
trabalhadores, maquinas, agua e vento. Se somente 0,03% das sementes do cultivar for
infestada ja é considerada epidemia grave no cultivar. As X. campestris s&o resistentes,
conseguindo sobreviver no solo por 6 meses e quando associada a restos culturais, por
até 2 anos (BILA et. al. 2013).

2.3 Goma Xantana

A goma xantana (XG) ou polissacarideo B-1459 (HUBLIK, 2012; MORRIS, 2019)
€ um biopolimero produzido por espécies de bactérias do género Xanthomonas, mais
especificamente X. campestris B-1459, descoberta em 1950 no Northern Regional
Research Laboratory (NRRL), atualmente chamado National Center for Agricultural
Utilization Research (NCAUR), o qual é vinculado ao United States Department of
Agriculture - Agricultural Research Service (USDA-ARS). Antes do descobrimento da XG,
a primeira goma a ser comercializada era a goma Dextrana descoberta na década de
1940 (PALANIRAJ & JAYARAMAN, 2011; GHASHGHAEI et al., 2016). Em 1964, iniciou-
se a produgao comercial da XG para uso nao alimenticio. Em 1969, a XG, foi considerada
um importante biopolimero natural e industrial devido a nao toxicidade, por ser segura e
nao causar irritacdo nos olhos ou pele. Entdo, foi aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA), que € o 6rgao de regulamentacédo de farmacos e alimentos nos
EUA para uso em aditivos alimentares sem quaisquer limitagdes de quantidade
especificas. Logo em seguida foi registrada como estabilizante e emulsificante no U.S.
Code Federal Regulations (CRF) (ELELLA et al., 2020). Em 1974, foi aprovada pelo
Scientific Committee on Food (SCF) para uso como agente espessante e geleificantes

com o cédigo E-415 em toda Europa. No Brasil, em 1965, através do Decreto Lei 55.871,
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foi permitida sua adigdo em alimentos com o codigo INS 415, que a categoriza como
agente espumante, estabilizante, espessante e emulfisicante (FAO, 2016). As XGs, séo
biodegradaveis, biocompativeis, bioadesivas, atdxicas, seguras e adquiridas de fontes
renovaveis (PATEL et al., 2020).

Com denominacgao bioquimica de B-(1-4)-D-manopiranosil-(4,6-O-piruvil)-B-(1-2)-
D-glucordnico-a(1-3)-D-manopiranosil-(6-O-acetil)-3-O-B-(1-4)-D-glicopiranose, a XG é
um heteropolissacarideo aniénico, com estrutura molecular natural ramificada, composta

de uma unidade de repeticdo de pentassacarideo (Figura 8).

Figura 8 - Estrutura quimica da goma xantana
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Fonte: Adaptado de Patel et al., (2020).

A estrutura linear B-D-glicose (1-4) ligada se assemelha a cadeia de celulose. A
estrutura lateral trissacaridea contém conexdo a uma unidade de [(-(1-4)-D-manose
terminal ligada com acido D-glucurdnico via -(1-4) em uma segunda D-manose atraves
de a-(1-2). A D-manose terminal esta ligada a residuos de acido piruvico (piruvil-manose)

nas posigdes C-4 e C-6 e a D-manose interna ligada a cadeia principal é acetilada (éster
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acido acético — acetil-manose) na posigdo C-6 com quantidades ndo estequiométricas
que afetam as interag¢des intermoleculares e intramoleculares, resultando em gomas com
massa molar e cadeias de diferentes tamanhos que podem interferir diretamente na
viscosidade. Essas diferencas estdo associadas com condi¢gdes de fermentacdo, como
tempo, temperatura, pH, agitacdo, cepa bacteriana, aeragdo, modificagdes quimicas,
fonte de carbono e concentracéo inicial de nitrogénio (GARCIA-OCHOA et al., 2000;
ANTUNES et al., 2003; SAMPAIO et al., 2020). O acido glucurénico é responsavel pelo
carater polianiénico da goma (ABBASZADEH et al,.2015; PATEL et al. 2020; ELELLA et
al., 2020).

Possui raz&o molar média de 2:2:1 (glicose, manose e acido glucurénico) e alto
peso molecular (>10% g/mol) que depende das cadeias individuais ou associagbes e
condigdes de fermentagado caracterizando o biopolimero por ter baixa polidispersidade
(PALANIRAJ & JAYARAMAN, 2011; ELELLA et al., 2020; PATEL et al., 2020).

No estado solido, dados de difracdo de raios X (DRX) mostraram que as cadeias
adotam uma estrutura molecular de hélices simples e duplas, com um passo de 4,7 nm,
estabilizada por empacotamento ordenado das cadeias laterais ao longo da cadeia do
polimero. O aquecimento pode fazer com que o empacotamento se desfaga e sua
estrutura funcione como duplas hélices antiparalelas, conforme mostrado na Figura 9
(MORRIS, 2019).
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Figura 9 - Estruturas ordenadas propostas a partir de dados de DRX
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Fonte: Morris, (2019).

Nessa conformacédo, a estrutura lateral do trissacarideo rica em hidroxilas esta
alinhada com a cadeia rigida que interage com outras moléculas estabilizando a estrutura
geral por interagdes nado covalentes, principalmente ligagdes de hidrogénio. A adigdo de
moléculas de agua e aumento de solubilidade, fazem com que as cadeias laterais
envolvam a estrutura geral, protegendo as ligacdes -(1-4) e mantenham a estabilidade
da emulsao e suspensao das particulas de XG em solugédo (PALANIRAJ & JAYARAMAN,
2011; ELELLA et al., 2020). A estabilidade conformacional é interrompida pela presenca
ou nao de grupo piruvato ou acetato nas cadeias laterais que podem variar com tipo de
cepa e condigbes de processamento da goma. Esses grupos, presentes nas cadeias
laterais, fornecem solubilidade e sao responsaveis pelos parametros reolégicos em
solugdes aquosas. A disponibilidade de oxigénio e nitrogénio, afeta o conteudo do
piruvato e acetato e a relagdo glicose, manose e acido glucurénico, e € responsavel pelo

aumento ou nao da viscosidade na goma xantana.
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A estrutura da XG possui volume hidrodindmico bem superior ao volume
molecular real. E, desse modo, capaz de arrastar expressivas quantidades de solvente
quando as solugdes sdo submetidas ao cisalhamento. Ao aplicar a condigdo de
cisalhamento, o colapso gradual da estrutura da rede pode aumentar a
pseudoplasticidade e as propriedades reologicas de XG que resulta em um aumento da
resisténcia ao escoamento e por isso as XGssao empregadas como agentes
espessantes e emulsificantes mesmo em baixas concentragbes (SAHA &
BHATTACHARYA, 2010; ELELLA et al., 2020). Uma representacao esquematica da
goma xantana em seu estado natural, quando em solugdo aquosa e em estado

colapsada é mostrada na Figura 10.

Figura 10 - Esquema de estado ordenado e em colapso de solugao aquosa de XG's

Fonte: Petri, (2015).

2.3.1 Mercado de goma xantana

A produc¢ao mundial de XG aumenta a uma taxa anual de retorno de investimento
acima de 5,1%. Em 2019, a produgao superou 190 quilotoneladas (kt) e o seu mercado

global para uso como aditivo alimentar ficou em aproximadamente US$ 50 milhdes e
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considerando todas as aplicagdes, passou de US$ 930 milhdes (GLOBAL MARKET
INSIGHTS, 2020). Os principais produtores sdo Jungbunzlauer (Austria), Cargill e CP
Kelko (Estados Unidos), Danisco (Dinamarca), Fufeng Group Company Ltda (China).
Sua utilizagdo nos setores alimenticios, petrolifero, farmacéutico, cosmético,
agroindustria, téxtil, mineragdo, tintas, papel e outras, se da pelas funcdes
emulsificantes, estabilizantes, lubrificantes, dispersante, além de ser redutor de atrito,
agente de limpeza e agentes de suspensdo (DRUZIAN e PAGLIARINI, 2007; RONCEVIC
et at., 2019; LI et al., 2019). Na Figura 11 é possivel ver o consumo por aplicagao e
volume de mercado. A estimativa anual é que a demanda global aumente em torno de
2%. Os setores que mais utilizam esse produto sdo o alimenticio (44,6%), petrolifero
(40,5%), farmacéutico (4,7%), cosméticos (3,0%) e outros (7,0%) (GLOBAL MARKET
INSIGHTS, 2020).

Figura 11 - Mercado global de goma xantana por ano, valor e aplicagcao de mercado entre 2012
a 2019
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Fonte: Grand View Research, (2020).

No setor alimenticio, € muito utilizada em molhos, sucos, laticinios e congelados

(KATHERINE et al., 2017). No setor petrolifero, atua ajudando os fluidos de perfuragao
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de pogos na extragdo de Oleo, gas e na recuperagao terciaria de petréleo. Nesta
aplicagdo, salmoura espessada com polimero é usada para conduzir a massa do
surfactante através da rocha porosa do reservatério para mobilizar o 6leo residual
(GOMES et al., 2019). Na industria farmacéutica, € utilizada como sistema de liberagao
controlada, que aumenta o tempo de contato dos ingredientes ativos e retarda a liberagéo
do farmaco em comprimidos. Em suspensdes e emulsdes farmacéuticas, atua como
estabilizante, mantendo a fluidez (PALANIRAJ & JAYARAMAN, 2011). Conforme os
dados do Sistema de Analise das Informacdes de Comércio Exterior via Internet
(ALICEWEB), em 2020, o Brasil importou 6.000 toneladas de goma xantana para
aplicagdes na industria de alimentos e petréleo. Isso gerou um gasto de US$19.535.589.
A tendéncia é que esse volume de importagdo aumente progressivamente. Conforme
esses dados, podemos destacar que a producgéao interna de XG é baixissima e utilizamos
quase toda XG importada. Buscar a autonomia interna e incentivar a produgdo em
grande escala no Brasil, visando a exportacdo e competitividade ¢ um ponto em que
pesquisadores vém trabalhando, no sentido de utilizar residuos agroindustriais. Em
consulta ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial (BRASIL, 2021), dezessete
pedidos de patentes relacionados a producédo ja estdo depositados e, trés desses

pedidos estao relacionados ao uso de residuos para producao da XG.

O Brasil possui grande volume de produgdo nos setores sucroalcooleiro e
agroindustrial, e consequentemente, matéria prima e grande quantidade de residuos de
menor custo para produgado de XG, se comparado com outros paises que utilizam
prioritariamente glicose (BAJIC et al., 2017; PATEL et al., 2020; RANGANATHAN et al.,
2020). Apesar desse cenario favoravel, a falta de politicas nacionais de incentivo a
producao, o preconceito das industrias com produtos nacionais e a falta de aplicagao do
Plano Nacional de Residuos Sélidos, fazem com que o Brasil desperdice dinheiro

descartando residuo que pode virar outro produto de elevado custo final.
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2.3.2 Producao de goma xantana

O processo de produgdo de XG em laboratério consiste em manter certa
quantidade da cultura de X. campestris em um meio fermentativo rico em fonte de
carbono (carboidratos de modo geral), fonte de nitrogénio (extrato de levedura, peptona,
nitrato de amoénio), fonte de sais (fésforo e tragos de outros minerais), controlando pH
(6,0 a 7,5), temperatura (25 a 30 °C) e agitacdo (100 a 600 rpm) (GARCIA-OCHOA et
al., 2000). A relacdo C/N no meio tem influéncia e € um fator que deve ser considerado
na producao. O nitrogénio é importante para o rapido crescimento celular e o carbono
para conversdo em XG. Baixas concentracbes desses elementos sido ideais para
producdo, mas se a quantidade de ambos for muito elevada, suas propriedades
reoldgicas estarao comprometidas. Desse modo, o meio de cultura apresenta geralmente
de 1 a 5% de glicose ou sacarose como fonte de carbono e 0,05 a 1% de nitrogénio
(GARCIA-OCHOA et al., 2000; LUVIELMO & SCAMPARINI, 2009; PEREIRA & FERRAZ,
2016). A bioconverséao desse nutriente em XG ocorre com rapido crescimento e em torno
de 2 dias de fermentacdo ja é possivel ver a alteracédo de turbidez (BRANDAO et al.;
2008; ROJAS et al., 2013, BHATIA et al., 2015). Industrialmente o processo € o mesmo,
feito em biorreatores e em tanques de grandes volumes. Apés tempo de fermentacéo,
que gira em torno de 120 horas, é feita a recuperagao por centrifugagao ou filtragao para
remover as células microbianas. A precipitacao e purificacao da XG, é realizada através
de lavagens sucessivas com adi¢ao de sais e solventes misciveis em agua como etanol
e acetona por exemplo. A etapa de secagem/desidratacdo é feita em estufas e ou
liofilizadores e por fim o acondicionamento deve ser feito em recipientes com baixa
permeabilidade a agua (DA SILVA et al.,, 2018). A Figura 12 ilustra o processo de

producado da XG em escala industrial.
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Figura 12 - Etapas de produgcédo de goma xantana em escala industrial
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Fonte: Lopes et al., (2015).

Nos ultimos 20 anos pesquisadores vém trabalhando fortemente com a XG, tanto
no desenvolvimento de novas fontes de substratos para producdo quanto em suas
aplicagdes. O numero de publicacbes € crescente e isso pode ser comprovado pelo
relatério gerado em base de dados da Scopus, quando a expressao “Xanthan gum” é

pesquisada. S6 em 2020, 559 artigos foram publicados sobre XG (Figura 13).
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Figura 13 - Numero de publicagbes por ano ao se consultar base de dados Scopus com a palavra
“Xanthan gum”
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Fonte: Scopus, (2021). Ano de publicacao

Na Tabela 1, para exemplificar, diversos trabalhos foram publicados utilizando

residuos como principal fonte de carbono e fermentados pelas bactérias da espécie

Xanthomonas sp. para producao de XG.
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Tabela 1 - Diferentes tipos de fonte de carbono, espécies de bactérias utilizadas e respectivos
autores

Residuos da industria de X. campestris ATCC 13951 Roncevic et al., 2019
Residuo de pao Demirci et al., 2019
Penas de galinha Ozdal e Kurbanoglu, 2018
Residuo agua de industria X. campestrls ATCC 13951 Bajic et al., 2017
P6 da semente de jaca X. campestris NCIM-2961 Katherine et al., 2017
Residuos de cozinha X. campestris LRELP-1 Li et al., 2016
Amido X. campestris sp. XC6 Bhatia et al., 2015
Casca de coco X. campestris pv campestris 1866 Nery et al., 2013
Casca de cacau X.campestris pv. campestris 472 Diniz, 2012
Soro de mandioca X. campestris pv. campestris 1866 Brandao et al, 2010
Soro de queijo X. campestris pv. manihotis 1182 Silva et al., 2009
Residuo suco maga X. campestris pv. manihotis 280 Druzian e Pagliarini, 2007

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
Desse modo, utilizar residuos agroindustriais como uma fonte alternativa de

carbono para produgao de XG, possibilita a geragdo de novo produto, reduz o impacto

ambiental e os custos de producao.
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2.4 Sistema de liberagcao controlada de farmacos

Um medicamento quando é ingerido, dependendo da sua rota anatémica, passa,
apos sua absorgdo, por diversos tecidos e érgaos até atingir a circulagao sistémica.
Durante esse percurso, os farmacos estao sujeitos a degradagao quimica e enzimatica,
que comprometem sua eficacia e exigem doses maiores para o alcance do nivel
terapéutico esperado (BALMAYOR et al., 2011). Os sistemas de liberagédo controlada de
farmacos apresentam caracteristicas de liberagdo em tempo e/ou localizagao para atingir
um objetivo conveniente (USP, 2006). Nas ultimas décadas, o “Control Drug Delivery
Systems (CDDS)” ou sistemas de liberag&o controlada de farmacos tém sido estudados
a fim de melhorar ou facilitar a biodisponibilidade dos farmacos para o tratamento de
doengas (SALIM & KAMALASANAN, 2020).

Na tentativa de obtencdo de farmacos com excipientes ou adjuvantes que
viabilizem sua administracdo e encontrem seu local de agdo com concentragao
adequada, veiculos eficientes estdo sendo estudados e devem ser capazes de superar
as barreiras para tornar os farmacos disponiveis ao organismo. Entre eles, estdo sendo
utilizados polimeros naturais e sintéticos na forma de granulos, hidrogéis, microesferas,
nanoparticulas e outras formulagdes. Entre os polimeros naturais, destacam-se s as
gomas arabica, guar e xantana, pectina, celulose, quitosana, caseina, proteina de soja,
albumina e outros. Entre os polimeros sintéticos estdo o acido polilatico (PLA), acido
glicélico polilatico (PLGA), policaprolactona (PCL), alcool polivinilico e outros
(MUKHOPADHYAY & PRAJAPATI, 2015).

Por nado apresentar toxicidade, serem biodegradaveis, possuirem boa
biocompatibilidade e mucoadesividade, os polimeros naturais sao preferidos aos
sintéticos. As caracteristicas desejaveis em polimeros naturais sao, preferencialmente
boa solubilidade em &agua, baixo custo, facilidade de sintetizagdo e caracterizagéo
(MUKHOPADHYAY & PRAJAPATI, 2015).
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Os hidrogeéis séo classificados como rede polimérica que absorvem e armazenam
grandes quantidades de solugbes aquosas, mas nao insoluveis em agua devido a
presenga de ligagdes covalentes. Sua resisténcia mecanica ocorre devido a reticulagcéo
da rede fisica ou quimica e seu comportamento de dilatacdo se da justamente pela
presenga de grupos hidrofilicos (MALIK et al., 2020). Sdo macios e assemelham-se como
tecidos vivos quando estdo inchados. Apresentam vantagens como resisténcia
enzimatica, nao toxicidade e boa resisténcia mecanica. Suas aplicagdes sao as mais
diversas como na biomedicina, biossensores, dispositivos oftalmoldgicos e biomédicos
(ANWAR et al., 2021).

Nesse sentido, a goma xantana, tem sido utilizada como polimero hidrofilico no
preparo matrizes de liberagao controlada de farmacos, seja sozinha ou junto com outros
polimeros, justamente pelo seu custo beneficio e aceitagao regulatoria (ASGHAR et al.,
2009; KAUSHIK et al., 2015). Em suspensdes a base de agua, a XG tem sido bastante
explorada devido seu carater aniénico e utilizada para uso em meios acidos e alcalinos
(MALIK et al., 2020). Possui cadeias longas com grande numero de cadeias laterais de
trissacarideos que lhe dao solugbes com alta viscosidade mesmo em baixas
concentragbes. A hidratagdo é rapida, sem formacdo de grumos, o que lhe confere
afinidade para aumentar a solubilidade de farmacos ou transportadores de natureza
hidrofébica (KUMAR et al., 2018). Além dessas vantagens, a facilidade de produgao,
seguranga, biodegradabilidade, biocompatibilidade, aceitacdo regulatéria e
principalmente seu custo beneficio, se produzida com fontes alternativas de carboidratos,
faz com que a XG seja também bastante utilizada na producdo de hidrogéis para

liberacdo controlada de farmacos.

2.5 Antimicrobianos

O termo antimicrobiano é definido como compostos quimicos que independente

da sua forma de obtencdo, mesmo em baixa concentracido, exerce toxicidade seletiva
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sobre os microrganismos patogénicos. S&o imprescindiveis para prevengao, controle e
cura de infecgdes, tanto na medicina humana quanto na medicina veterinaria, desde a
descoberta da penicilina em 1929. Foi uma grande conquista para sociedade e
principalmente para economia, por transformar infec¢des antes letais em doengas sem
complicagdes (SPINOSA & TARRAGA, 2011; BELMESSIERI et al., 2017; CATALAN-
MATAMOROS et al., 2019).

Os principais antimicrobianos utilizados hoje sédo os beta-lactédmicos,
quinolonas/fluoroquinolonas, glicopeptideos, oxazolidinonas, aminoglicosideos,
macrolideos, lincosamidas, nitroimidazoélicos, cloranfenicol, estreptograminas,
sulfonamidas, tetraciclinas, glicilciclinas, polimixinas, daptomicina, gemifloxacina. Sua
classificagao se da por sua estrutura quimica, agao bioldgica, espectro e mecanismo de
acéo, conforme exemplificados no Quadro 3 (SPINOSA & TARRAGA, 2011; NOGUEIRA
et al., 2016).
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Quadro 3 - Mecanismos de agao das principais classes de antimicrobianos

MECANISMO DE AGAO CLASSE DE ANTIMICROBIANO
Interferéncia na estrutura e fungdo do DNA Quinolonas
Rifamicinas

Aminoglicosideos
Tetraciclinas
Anfenicois
Interferéncia na sintese proteica Macrolideos
Lincosamidas

Oxazolidinonas

Interferéncia no metabolismo do folato Sulfonamidas

Trimetropima
Interferéncia na constituicdo da parede celular Beta-lactamicos

Interferéncia na estabilidade da membrana celular Polimixinas

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

Atualmente convivemos com a grande ameaca que é a resisténcia das bactérias
sobre os antimicrobianos, mais conhecida no termo em inglés como Antimicrobial
resistance (AMR). Essa resisténcia esta associada ao uso inapropriado e injustificado de
substancias antimicrobianas e também a medidas inadequadas para controlar a
propagacéo de doencas infecciosas (CARRARA et al., 2018; CATALAN-MATAMOROS
et al., 2019; BALTA et al., 2021).

Entender o porqué e quais os mecanismos fazem com que as bactérias resistem
aos farmacos é essencial para desenvolvimento de meios que ampliem a eficacia dos

antimicrobianos e diminuam o desenvolvimento da resisténcia (NOGUEIRA et al., 2016).
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2.5.1 Sulfomanidas/Sulfadiazina

As drogras da sulfa ou sulfonamidas (SAs), que pertencem a classe de
antimicrobianos que interferem no metabolismo do folato (acido fdlico), tiveram sua

atividade antimicrobiana confirmada em 1935 pelo patologista alemao Gerhardt Domagk.

Esses farmacos impedem a sintese de acido di-hidrofdlico, formado a partir do
acido p-aminobenzoico (PABA) e precusores. Funcionam como analogos do PABA
competindo com a enzima di-hidropteroasintetase e desse modo atuam como
antimicrobianos. Esse mecanismo gera alta sensibilidade aos SAs apenas em

microrganismos que sintetizam seu préprio acido di-hidrofélico (NOGUEIRA et al., 2016).

Derivados de SAs sdo bastante produzidos e até o momento mais de 40 sao
aplicados na medicina humana e veterinaria. Entre eles citam-se a Sulfanilamida (SAM),
Sulfadiazina (SDZ) e Sulfametiazol (SMT). A diferenca entre a estrutura quimica, a
atividade fisiologica e a agdo esta condicionada a presenga do grupo SO2 e NH e a
adig¢ao de radicais (DMITRIENKO et al., 2014).

A Sulfadiazina (SD2), denominada de 4-amino-N-pirimidina-2-il-
benzenossulfonamida, conforme o sistema IUPAC, apresenta-se como um po cristalino
branco, inodoro, soluvel em alcool e acetona, massa molar de 250,28 g/mol e ponto de
fusdo em 256 °C (FAHAD et al., 2021). E amplamente utilizada na industria médica e
pecuaria devido a seu baixo custo, estabilidade e espectro antibacteriano para
tratamento de infecgdes causadas pelos microrganismos Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter, Candida albicans, Klebsiella e outros (LI et al.,
2021). E indicada para o tratamento de feridas com elevado risco de infecgdo como
queimaduras, Ulceras venosas, feridas cirurgicas, toxoplasmose, malaria, infec¢ao
urinaria e febre reumatica (HUI et al., 2020). A estrutura quimica da Sulfadiazina esta

representada na Figura 14.
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Figura 14 - Estrutura quimica da Sulfadiazina

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

Ha necessidade e interesse de elaboracao de novos modelos de antimicrobianos
complexados no sentido de criar uma bioativiadade a um microrganismo especifico. A
estrutura da SDZ apresenta grupo funcional toxoférico (-SO2 e NH-) que é responsavel
por uma resposta toxica dos farmacos. A complexagao de SDZ com outros farmacos e
ions metdlicos mostraram que 0s novos compostos formados, tornan-se mais ativos,
melhorando a eficacia farmacolégica e podem reduzir a resisténcia aos farmacos,
melhorando seu efeito antimicrobiano (PORTES et al., 2018; FAHAD et al., 2021).

Trabalho publicado por Boughougal et al., (2018) complexou ligantes de
sulfonamida com cobre e os caracterizou quanto a sua estrutura e atividade
antimicrobiana, resultando em procedimento facil, reprodutivel e com boas propriedades
antimicrobianas. Dumitriu et al.,(2015), conjugou Sulfadiazina-quitosana e complexos
polieletrolitos com hialuronato de sédio para uso do tratamento de queimaduras e
demostrou que os complexos com quitosana modificada e sulfadiazina sdo mais ativos

do que os complexos contento quitosana ndo modificada.

2.5.2 Sulfadiazina de sédio

A sulfaziazina de sodio ou sulfadiazina sodica (SDZ-Na) mostrado na Figura 15,

pertence a classe das sulfonamidas de ag¢do curta que quando combinadas com
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pirimetamina, s&o utilizadas para prevenir e tratar infecgbes bacterianas em gado e aves,
infecgbes congénitas em recém-nascidos, toxoplasmose em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, meningite sensivel, bronquite aguda e ainda como uso tépico
em queimaduras infectadas (GENG et al., 2012; ZHOU et al., 2019; DA SILVA et al.,
2021). Geralmente os efeitos colaterais para quem usa frequentemente, compreendem
diarreia, nausea, febre, depressdao e podem levar a suspensao permanente ou
temporaria do tratamento, que depende do dano causado. Por isso as propriedades
terapéuticas/toxicas da SDZ-Na sao constantemente objeto de estudo (BAI et al., 2020;
CARDOSO et al., 2022).

Figura 15 - Estrutura quimica da SDZ-Na
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
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3 HIPOTESES

Os estudos e analises empreendidos partiram da hipotese de que a fonte de
carbono proveniente do bagaco de malte pode ser utilizada como meio fermentativo para
producdo de gomas xantanas, com caracteristicas fisico-quimicas proximas ou

semelhantes as gomas xantanas comerciais.

Os resultados desta pesquisa deverdo mostrar também que o bagago de malte é
um substrato adequado, de baixo custo que minimiza danos ambientais ja que a

destinagao final desse residuo agrega valor e gera novo produto.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Comprovar que a produgdo da goma xantana produzida com cepas de
X.campestris utilizando baga¢o de malte como substrato alternativo (XGM) e com

sacarose comercial (XGSac) é possivel.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar a composi¢ao centesimal do residuo cervejeiro;

e Avaliar a estrutura monomérica das gomas por espectroscopia na regidao do
infravermelho (FTIR);

e Avaliar o perfil térmico das gomas por analise termogravimétrica (TGA) e por
analise térmica diferencial (DTA);

« Auvaliar a estabilidade coloidal das gomas em solugédo aquosa através de medidas
de potencial zeta (ZP) e condutividade elétrica.

e Determinar o didmetro hidrodindmico das moléculas/agregados gomas em
solugéo aquosa por espalhamento de luz dindmico (DLS);

e Determinar os regimes de concentragcdo das solugdes das gomas, por reologia
estacionaria.

e Analisar o comportamento reoldgico estacionario das solugbées macromoleculares
através da identificacdo do tipo de fluido, construindo curvas de fluxo e de
viscosidade;

e Avaliar a microestrutura das solugdes poliméricas por reologia dinamico-

oscilatoria;
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e Complexar a goma xantana produzida com baga¢o de malte (XGM), com
Sulfadiazina de sodio (SDZ-Na) e caracteriza-las sob os pontos de vista estrutural,

termodinamico e reoldgico, além de avaliar sua agéo antimicrobiana.

56



5 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratorios Multiusuario de Fisico-
Quimica & Fluidos e Laboratéorio de Alimentos do Instituto de Ciéncias da Vida -

Universidade Federal de Juiz de Fora campus Governador Valadares (UFJF-GV).

5.1 Reagentes

Todos os experimentos foram realizados com agua ultrapura tipo 1, obtida por
Millipore Direct-Q3 UV (Merck, Darmstadt, Germany). Padrdes de carboidratos sacarose,
glicose, frutose, maltose, goma xantana padrdao Sigma Aldrich® (XGS) adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), goma xantana produzida com soro de leite
(XGSL) fornecida pelo Laboratério de Analise de Alimentos e Aguas da UFJF.
X.campestris IBSBF 629 foi obtida da Colegcédo de Culturas de Fitobactérias do Instituto
Biologico de Campinas/SP. O bagagco de malte foi obtido em cervejaria artesanal de
Governador Valadares. Todos os outros produtos quimicos e reagentes eram de pureza

de grau analitico e usados sem purificagdo adicional.

5.2 Residuo cervejeiro (bagago de malte)

O bagacgo de malte foi doado por cervejaria artesanal Hausmalte de Governador
Valadares apds processo de fabricacdo da cerveja. O bagacgo foi acondicionado em
sacos plasticos, lacrados, transportados para o laboratorio e armazenados em freezer (-
18 °C) até o momento do uso. Antes do uso, fez-se o descongelamento em refrigeragao
por 12 horas. Em seguida foi feita a hidrolise acido-térmica do bagaco. A Figura 16

mostra o bagago na forma bruta e hidrolisada.
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Figura 16 - Bagago de malte bruto (A) e hidrolisado (B)

A) B)

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

Condicoes da hidrolise acido-térmica:

e 150g de bagago de malte por litro de agua destilada;
e Ajuste de pH entre 2,0 — 2,5 com HCI,

e Autoclavagem a 121°C por 15 minutos;

e Resfriamento em temperatura ambiente;

e Neutralizagao até pH 7,0 + 0,3 com NaOH;

e Filtracdo.
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5.3 Composicao centesimal do residuo cervejeiro (bagagco de malte)

Foram determinados os teores de proteina, residuo mineral fixo, umidade e
carboidratos por diferenga. Também foi feita a quantificagédo separada dos carboidratos
(glicose, frutose, sacarose) presentes nas amostras. As metodologias estao descritas a

seqguir.

5.3.1 Umidade

Umidade foi determinada pelo método de secagem em estufa a 105 °C, até
obtengao de peso constante, de acordo com Association of Official Analytical Chemists
(AOAC,1995).

5.3.2 Residuo mineral fixo

O teor de cinzas foi determinado por incineracdo de uma quantidade conhecida
de amostra em mufla a 700 °C até obtenc&o de peso constante, de acordo com (AOAC,
1995).

5.3.3 Proteina bruta

A porcentagem de proteina bruta foi dosada pelo método de Kjeldahl. A amostra
foi digerida com a mistura digestora (sulfato de cobre e sulfato de potassio) e acido
sulfurico. Em seguida, foi realizada a neutralizagdo com NaOH 50%, destilacédo e

posterior titulagdo com solugao de acido cloridrico 1 N. Os resultados foram expressos
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em percentagem em relagdo ao peso da amostra partir dos teores de nitrogénio total
usando o fator de converséo geral de 6,25 (AOAC, 1995).

5.3.4 Lipidios totais

O conteudo de lipidios totais foi determinado pelo método gravimétrico de Soxhlet,
baseado na perda de massa da amostra submetida a extracdo com éter etilico ou a
quantidade de material solubilizado pelo solvente com resultados expressos em
porcentagem (AOAC, 1995).

5.3.5 Carboidratos por diferenca

O teor de carboidratos foi determinado pela diferenca entre 100 e a soma das
porcentagens de umidade, proteinas brutas, residuo mineral fixo e lipidios totais. Os
valores de carboidratos encontrados incluem a fibra alimentar total. Essa fracao
representa a fonte de carbono disponivel para bioconversao da XG pelas cepas de X.
campestris IBSBF 629.

5.3.6 Acucares por CLAE

O método para determinacéo de agucares utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), foi adaptado de David et al., (2016). O cromatografo usado foi o Jasco
HPLC System, utilizando uma coluna Kromasil 100-5-NH2 4,6 x 250 mm, fase movel
acetonitrila (75 %)/agua (25 %) com um fluxo de 1 mL/min, e temperatura da coluna

mantida a 30°C conforme recomendacao do fabricante (Kromasil, 2019), O detector
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utilizado foi o indice de Refracdo Jasco (modelo RI-2031) com um volume de injecéo de
20 pL. As solugbes padrbes dos carboidratos foram preparadas com agua Milli Q

(Millipore) e filtradas em filtro membranas com porosidade 0,45 pm (Millipore).

Para identificar os agucares, comparamos o tempo de retencédo (Rt) entre os
padrdes (frutose, glicose e maltose) utilizados e as amostras de residuo fermentado e
nao fermentado. A quantificagao foi pela obtencdo de curvas de calibragdo obtidas com
um intervalo de linearidade para solugbes aquosas dos padrdes entre 2,0 a 50,0 g/L, com

um coeficiente de correlacdo R-quadrado de 0,999.

5.4 Producgao da goma

O fluxograma da Figura 17, mostra as etapas de produgéo e caracterizagdo das

XG's.

Figura 17 - Fluxograma de produgao das gomas XGM e XGSac

Meio de cultivo

Xanthomonas campestris
PVv campestris

Inéculo

Obtencao tempo
inoculacao

Producao das XG's

Centrifugacao

Recuperagao e secagem

Caraterizacao em Caraterizagao em
estado sodlido estado liquido
- FTIR - zP
- TGA/DTA - DLsS

- Reologia

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
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5.4.1 Microrganismo

O microrganismo X. campestris IBSBF 629 (Figura 18) foi obtido da Colegao de
Culturas de Fitobactérias do Instituto Biologico de Campinas/SP. A reativagao seguiu o
protocolo encaminhado pelo fornecedor e todo o procedimento foi realizado de forma
asséptica. Posteriormente, as aliquotas foram transferidas para microtubos estéreis
(Eppendorf) com adigdo de agente crioprotetor estéril (glicerol 30 %), identificadas e

estocadas em temperatura de -18 °C, em freezer.

Para verificar caracteristicas morfologicas, procedeu-se a repicagem da cepa. O
agar Nutriente, contendo (% m/v) 0,1 % extrato de carne; 0,2 % extrato de levedura;
0,5 % peptona; 0,5% NaCl e 1,5 % de agar puro foi esterilizado a temperatura de 121 °C
por 15 minutos e vertido em placa de Petri estéril. Posteriormente, a cultura foi estriada
e incubada em estufa a 28 £ 2 °C por 48 h. Os repiques foram realizados a cada 5 dias
e armazenados a + 4 °C a fim de verificar a manutencao das caracteristicas morfolodgicas

das colbnias durante a realizagdo do experimento.

Figura 18 - Colénia de X. campestris utilizada na produgao das gomas

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
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5.4.2 Inéculo

Uma aliquota de 100 mL do meio de cultivo Yeast Malt (YM), contendo (% m/v)
1,0 % dextrose; 0,5 % peptona bacterioldgica; 0,3 % extrato de levedura; 0,3 % extrato
de malte e com pH ajustado para 7,0 (solu¢do de NaOH e HCI) foi vertida para 3 frascos
erlenmeyers de 500 mL. A esterilizagdo foi realizada por meio de vapor umido (autoclave)
a 121 °C por 15 min. O meio foi esfriado, inoculado com 3 algadas (10 pL) da cultura de
Xanthomonas campestris pv campestris que estavam estocadas a -18°C em freezer e
incubado a 28 + 2 °C, 150 rpm, 48 h em incubadora refrigerada Shaker (SAMPAIO et al.,
2020).

5.4.3 Obtencao do tempo de inoculagao — Curva de crescimento microbiano do

inoculo

Foram preparados 10 erlenmeyers contendo 10 mL meio de cultura YM
autoclavado e 10 pL do in6culo (alga bacterioldgica) que foram incubados a 28 + 2 °C,
150 rpm, por 48 h, para monitorar o crescimento das bactérias, a produgcdo de goma e
obtencgao do ponto 6timo de inoculagao. De forma asséptica, foram retiradas aliquotas a
cada 3 h e realizadas medidas de absorbancia a 600 nm em espectrofotdbmetro UV-Vis
BEL (modelo V-M51) contra um branco constituido somente do meio de cultura YM
autoclavado. A contagem de células viaveis foi feita pela técnica de profundidade (Pour
Plate) com plaqueamento em duplicata de 1 mL do meio diluido (1:1; 1:10 e 1:100) em
agar nutriente fundido e incubado a 28 + 2 °C por 48 h (DINIZ et al., 2012). Desse modo,
uma curva de crescimento da biomassa do inéculo foi construida a partir dos resultados
da absorbancia em fungdo do tempo de inoculagcéo e a contagem de células viaveis foi

expressa em UFC/mL.
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5.4.4 Produgao da goma xantana com sacarose (XGSac)

A produgao da goma utilizando sacarose foi feita como meio controle/comparagao
ja que a fonte de carboidrato € a mais utilizada para essa XG em escala comercial. O
meio padrao foi composto com nutrientes minimos necessarios para fermentagado que
consistia em fonte de carbono (20 % sacarose), fonte de nitrogénio (0,05% de ureia) e
fonte de foésforo (0,1% de fosfato de potassio). Oito frascos de 1000 mL foram utilizados
contendo 500 mL do meio padréo utilizando sacarose como fonte de carbono e 75 mL
do in6culo de X. campestris crescido por 27 h e com pH ajustado para 7,0. A fermentagao
foi realizada em incubadora refrigerada Shaker (Figura 19) a temperatura de 28 + 2 °C,
agitacao de 150 rpm, por um tempo de 120 h nas instalagdes do Laboratorio de Pesquisa
em Microbiologia da UFJF/GV.

Figura 19 - Incubadora refrigerada Shaker utilizada na fermentagéo das gomas

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
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5.4.5 Produgao da goma xantana com bagago de malte (XGM)

Para a produgdo da goma utilizando baga¢o de malte hidrolisado, o meio
convencional foi composto de bagago de malte em substituicdo a sacarose como fonte
de carbono (20%), acrescido de 0,05% de ureia (fonte de nitrogénio) e 0,1% de fosfato
de potassio (fonte de fésforo). Foram utilizados 8 frascos de 1000 mL contendo 500 mL
do meio convencional e 75 mL do in6culo de X. campestris incubado por 27 h com pH
ajustado para 7,0. A fermentacao foi realizada em incubadora refrigerada Shaker a
temperatura de 28 + 2 °C, agitacao de 150 rpm, por um tempo de 120 h nas instalagées

do Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia da UFJF/GV.

5.4.6 Precipitagao e purificagao

O fermentado foi centrifugado com uma velocidade de 6.000 rpm, por 35 min a
4 °C, em centrifuga refrigerada de bancada Solab (modelo SL-706) para remogao de
células viaveis. O sobrenadante foi purificado com adicéo de etanol 96 °GL na proporcéo
de 1:3 V/V.

5.4.7 Recuperacgao e secagem

Os biopolimeros foram transferidos com auxilio de bastao de vidro para béqueres
previamente tarados e secos em estufa a vacuo na temperatura de 40 °C por 48 h. Apds
esse tempo, os béqueres foram levados ao liofilizador por 96 h. Por gravimetria, o
rendimento em termos de massa de XG por massa de meio fermentativo foi calculado e

os valores foram expressos em g/g (g de goma por 100 g de fonte carbono). A Figura 20
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mostra os aspectos das gomas XGM e XGSac produzidas e gomas XGS e XGSL para

comparagao.

Figura 20 - Aspecto das XG produzidas (A) XGM, (B) XGSac e gomas de comparagao (C) XGS
e (D) XGSL

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

5.5 Caracterizagao das gomas produzidas

5.5.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os principais grupos funcionais presentes na estrutura das XGs foram
identificados e caracterizados no estado solido por espectroscopia na regido de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) usando um espectrofotdmetro Perkin
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Elmer (Modelo Spectrum GX) (Figura 21). Pastilhas de cada amostra foram preparadas
separadamente usando brometo de potassio (KBr) como suporte. Os espectros foram
adquiridos em modo de transmitancia (%) em um intervalo de numero de onda de 4000
a 400 cm™', com resolugdo de 4 cm™' e média de 12 varreduras, utilizando o programa
Perkin Elmer Spectrum ES (versdo do aplicativo: 10.03.08.0133). Os dados foram

exportados para o Microcal Origin® 9.0 para edigao.

Figura 21 - Espectrofotébmetro de infravermelho utilizado na caracterizagcao das gomas

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

5.5.2 Anadlise Termogravimétrica e Analise Térmica Diferencial (TGA/DTA)

A estabilidade térmica das XGs no estado sodlido foi determinada por analise
termogravimétrica (TGA) e analise térmica diferencial (DTA). O TGA/DTA forneceu
informagdes sobre as faixas de temperatura, perda de massa e degradagao térmica. O
modulo utilizado foi o DTA/TGA-HITACHI (modelo STA7200RV), conforme Figura 22.
As analises foram realizadas em atmosfera oxidante (ar) com fluxo de 300 mL/min, com

rampa de temperatura de 10 a 800 °C e a uma taxa de aquecimento de 10°C/min.
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Durante os experimentos, foram utilizados cadinhos de alumina e com massa

aproximada de 2 mg de amostra.

Figura 22 - Analisador termogravimétrico TGA/DTA utilizado para determinacao do perfil térmico
das gomas

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

5.5.3 Estudo de agregacao das gomas

As medidas de potencial zeta (ZP) e condutividade elétrica foram realizadas em
solugdes de xantana nas concentragdes entre 0,005 a 20,0 g/L, preparadas em agua
ultra pura (Milli-Q, tipo 1). As analises foram realizadas no moédulo Zeta Sizer Malvern
(modelo NanoZS90), conforme Figura 23. A técnica utilizada foi padronizada pelo
fabricante, chamada de velocimetria por laser doppler (Laser Doppler Velocimetry)
acoplado com “M3-PALS analise de fase por espalhamento de luz (Phase Analysis Light
Scattering)”, a um angulo de espalhamento de luz a 173°. Uma cubeta de polietileno com

eletrodos, especifica do equipamento, foi utilizada para colocar a amostra. Os resultados
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de ZP e condutividade elétrica foram calculados como a média de 5 medidas
independentes, cada qual obtida pela média de 10 contagens. Os dados foram tratados

com o programa Microcal Origin® 9.0.

A medida de tamanho de particulas das XGs em solugao aquosa foram avaliadas
por espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light Scattering — DLS) utilizando as
mesmas solugdes descritas acima. Também foi utilizando o moédulo Zeta Sizer Malvern
(modelo NanoZS90), a 25 °C, depois de 15 segundos de equilibrio térmico. O feixe de
luz monocromatico (laser He—Ne de 4 m\W de poténcia e comprimento de onda de 633
nm) com espalhamento de luz medido a um angulo de 90° foi aplicado em cubeta
descartavel de polietileno de 1 cm de caminho 6ptico, que foi utilizada para colocar a
amostra. Os resultados do tamanho (Dh) foram determinados pela média de 5 medidas
independentes, cada uma delas obtida a partir da média de 5 contagens. Os dados foram

tratados com o programa Microcal Origin® 9.0.

Figura 23 - Medidor de potencial zeta (ZP) e didametro hidrodinamico (Dh)

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
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5.5.4 Determinacgao dos parametros reolégicos das solugoes

O comportamento reoldgico das XGs nas concentragdes entre 0,005 a 20,0 g/L
foram avaliados por reologia estacionaria, através da construgéo de curvas de fluxo e de
viscosidade, varrendo-se a tensdo de cisalhamento (t) em fungcdo da taxa de
cisalhamento (@), utilizando um redmetro rotacional estacionario de taxa de tensao
controlada T.A. Instruments® (modelo DHR-1) (Figura 24), equipado com geometria
placa-placa (PP25/S-SN 15782; d = 1.0 mm), com controle de temperatura através da
placa com sistema Peltier (25,00 = 0,02 °C).

Ensaios de reologia oscilatéria foram aplicados com o objetivo de determinar as
propriedades viscoelasticas das XGsatravés de construcdo de curvas dos modulos de
armazenamento e perda (G’ e G”) e fator de amortecimento (tand), em fungao da
amplitude de deformacéao (y%) e frequéncia angular (w). O equipamento utilizando foi o

mesmo para reologia estacionaria.

Figura 24 - Réometro DHR1 utilizado para caracterizagcao das gomas

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
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5.5.5 Determinagao da osmolalidade das gomas

A medida genérica da concentragdo das moléculas que fazem parte das gomas,
foram determinadas pela Osmometria de ponto de congelamento. Essa medida se
baseia na quantidade de moléculas que cada solugdo contém, independente da sua
natureza. Dessa forma, solugdes contendo um numero igual de moléculas, exibem a
mesma osmolalidade.

A osmolalidade das XGs foi realizada no Semi-micro osmoémetro Kanuer, (modelo
K-7400s) conforme mostrado na Figura 25. As concentragdes utilizadas foram entre

0,005 a 20,0 g/L e os dados foram tratados com o programa Microcal Origin® 9.0.

Figura 25 - Osmémetro de ponto de congelamento utilizando para caracterizacdo das gomas

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
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5.6 Preparo e caracterizacao do complexo Sulfadiazina de sédio e goma xantana

produzida com residuo de malte

5.6.1 Matérias-primas e reagentes

e XGM biossintetizada anteriormente.

e Sulfadiazina de sédio (PM: 273,0 g/mol)
e H20 ultrapura tipo 1, para o preparo das solugoes;
e Solucéo salina;

e Caldo Mueller Hinton;

e Agar Eosina Azul de Metileno (EMB);

o Agar Sal Manitol

e Alcool isopropilico acidificado;

e Staphylococcus aureus ATCC (1369061).
e Escherichia coli ATCC (25922)

e Salmonella typhimurium ATCC (14028)

e Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853)

5.6.2 Preparo do complexo (SDZ-Na/XGM)

Foram preparadas e solubilizadas separadamente, solugdes de 1,0 g de XGM em
7,5 mL de agua ultrapura tipo 1 e 0,6825 g de SDZ-Na em 2,5 mL de agua ultrapura tipo
1. Em seguida as solugdes foram misturadas totalizando um volume de 10 mL em tubo
Falcon de 15 mL. A suspensao foi congelada e liofilizada. O esquema da Figura 26

mostra o preparo do complexo.
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Figura 26 - Esquema de obteng¢ao do complexo SDZ-Na/XGM
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

Para comparar as analises em estado so6lido, realizou-se mistura mecanica (MM)
de SDZ-Na com XGM nas mesmas propor¢des descritas anteriormente. Procedeu-se a
homogeneizagdo em grau de porcelana e acondicionamento em Eppendorf conforme

esquema da Figura 27.

Figura 27 - Esquema de obteng¢ao de mistura mecanica do complexo SDZ-Na/XGM
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
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5.6.3 Caracterizagao do complexo liofilizado de SDZ-Na/XGM

Da mesma forma com que foram caracterizadas as gomas produzidas com
XGSac, XGSL, XGM e goma comercial XGS, procedeu-se a caracterizacdo da
Sulfadiazina de sédio (SDZ-Na), do complexo SDZ-Na/XGM e da mistura mecanica
(MM). Foram utilizados os mesmos equipamentos, pardmetros e metodologias ja
descritos acima na espectroscopia na regiao do infravermelho e analises térmicas (DTA
e TGA). Para complementagao do estudo, foram realizadas titulagdes por condutividade
elétrica e potencial Zeta, titulagdes isotérmicas por microcalorimetria, determinagao dos

paréametros reologicos e ensaios antimicrobianos conforme descritos a seguir.

5.6.3.1 Titulagoes por condutividade elétrica e potencial Zeta

A formagao do complexo foi monitorada por titulagdes com medidas de potencial
zeta dos complexos SDZ-Na/XGM, realizadas com 30 inje¢des de 10 uL de solugéo de
SDZ-Na na concentragdo 60 mM em 1,5 mL de solugédo de XGM a 2,0 g/L. Foram
utilizadas cubetas capilar de polietileno e cubeta acoplada a eletrodos, especifica para
medicao de potencial zeta. O equipamento e as configuragdes utilizadas sdo as mesmas

dos experimentos descritos acima.

5.6.3.2 Calorimetria de titulagao isotérmica

Para determinadar altera¢des nas propriedades termodinamicas em decorréncia da
complexacdo, foi realizado a calorimetria de titulagdo isotérmica utilizando o
Microcalorimetro Microcal (modelo VP-ITC) (Figura 28), calibrado com os seguintes
parametros: 51 injegdes automaticas de 6,3 uL de titulante (solugdo SDZ-Na a 60 mM)
em 1,5 mL do titulado (solugdo de XGM 2,0 g/L), com temperatura controlada a 25° C e

rotacdo em 300 rpm.
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A primeira injecao de 1 ulL foi descartada a fim de eliminar os efeitos de difusdo de

material da seringa para a célula e vice-versa.

Em paralelo, um branco foi feito com a titulacdo de solu¢ado SDZ-Na a 60 mM em
1,5 mL de agua ultrapura tipo 1. Os experimentos foram realizados em duplicata e os

dados tratados com programa Microcal Origin® 9.0.

Figura 28 - Microcalorimetro VP-ITC utilizado na determinagao de propriedades termodinamicas

e [FEHEEE
‘I\III II‘.

Fonte: Elaborado pelo autor, (2022).

5.6.3.3 Caracterizagao reolégica de suspensao SDZ-Na/XGM

A formacgao do complexo SDZ-Na/XGM foi monitorada por titulagdo viscosimétrica
com inje¢cdes manuais de 63 uL de solugado de SDZ a 240 mM em 15 mL de solugao de
XGM 2,0 g/L. O experimento foi realizado no rebmetro DHR1 da T.A. Instruments,
utilizando acessorio de cilindros concéntricos com controle Peltier de temperatura. Os
valores de viscosidade de cada titulagdo foram inseridos manualmente em uma planilha,

onde foram tratados e plotados graficos com auxiliio do programa Origin® 9.
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A suspenséo residual apos titulagao, conténdo o complexo SDZ-Na/XGM na razao
0,00105 mol/g foi submetida a cisalhamento estacionario onde foram construidas curvas
de fluxo e viscosidade com uma taxa de cisalhamento variando entre 1 a 1000 s™' e de
1000 a 1s™'. e com temperatura mantida a 20 °C. Os experimentos em fungio da
temperatura foram realizados varrendo-se a temperatura no intervalo de 5 a 60 °C

aproximadamente, a uma taxa de cisalhamento de 10 s".

5.6.3.4 Ensaios antimicrobianos — Concentragao inibitéria minima (CIM)

5.6.3.4.1 Microrganismo utilizado

Os microrganismos S. aureus (29923), E. coli (ATCC 25922), Salmonella (ATCC
14028) e P.aeruginosa (ATCC 27853) foram obtidos da colegdo de microrganismos do
Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de Juiz de Fora — Campus
Governador Valadares. As linhagens estavam armazenadas em eppendorfs com adi¢ao
de agente crioprotetor estéril, identificadas e estocadas em freezer a temperatura de -
18°C.

5.6.3.4.2 Determinacgao do CIM frente a SDZ-Na, XGM e complexo SDZ-Na/XGM por

microdiluicao

A determinacdo das CIM’s das linhagens de E. coli, S.aureus, Salmonella e
P.aeruginosa, foram realizadas em placa de microdiluicdo de 96 pogos, utilizando o
método de diluicao seriada em caldo Mueler-Hinton (MH), frente as solugbes de SDZ-
Na, complexo liofilizado SDZ-Na/XGM e XGM. A metodologia utilizada foi o teste padrao
de susceptibilidade antimicrobiana M7-A6 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2015), com modificagdes.
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Para preparagéo e ativagéo do indculo, as linhagens foram semeadas em placa de
Petri contendo Agar Eosina azul de metileno (EMB) para E.coli, 4gar sal manitol para
S.aureus, agar EMB levine para Salmonella e caldo BHI para P. aeruginosa que foram
incubados a 37 °C por 24 h. Foram selecionadas 3 col6nias isoladas do mesmo tipo
morfoldgicos e transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL de solugao salina 0,85%
estéril. As suspensdes foram homogeneizadas e padronizadas usando
espectrofotometro BEL (modelo UV 51) em comprimento de onda de 625 nm. Foi
adicionada salina até alcancar absorbancia préximo a 0,162, resultando em uma

suspensdo com aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC/mL (CLSI, 2015).

Solugdes de 0,0655 g/L de SDZ-Na, 0,1616 g/L de SDZ-Na/XGM e 0,0960 g/L de
XGM foram preparadas e em seguidas feitas diluicbes seriadas em caldo MH obtendo-
se concentragdes totais variassem de 13 a 6553 ug/mL. Os calculos e procedimentos
efetuados obtiveram a proporcéo 2,5 mmol de SDZ-Na para 1 g de XGM, que foi a
propor¢ao encontrada nas analises de interagdo no ITC, correspondendo a 0,6825 g ou
40,56% de SDZ-Na no complexo.

A microplaca de 96 pocos foi dividida conforme mostra a Figura 29.
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Figura 29 - Esquema de microdiluicdo de SDZ-Na
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2022).

Fileiras A e B com diluicdes seriadas de SDZ-Na, fileiras C e D com diluigcdes
seriadas do complexo SDZ-Na/XGM e nas fileiras E e F, diluigcbes seriadas de XGM. A
cada poco, foram adicionado 100 uL de cada concentragao definida anteriormente e em
seguida, novamente em cada poc¢o, foram adicionados 5 uL de cada inéculo bacteriano.
O controle negativo, o n&o crescimento, foi adicionado somente 100 pL de caldo MH na
coluna 1. O controle positivo, utilizado para ver o crescimento, foi adicionado de 100 uL
de caldo MH e 5 pL de cada indculo bacteriano na coluna 12. As placas foram incubadas
por 24 horas a 37 °C. A leitura da placa foi realizada com adi¢gao de 10 pL de corante 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium (MTT) e incubadas novamente
por 1 hora a 37 °C. Apds esse tempo, foi adicionado 100 pL de isopropanol acidificado e
realizado a leitura em espectrofotdbmetro de microplaca Thermo Electron (modelo

Multiskan FC) no comprimento de onda a 570 nm (Figura 30). A CIM foi considerada a
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menor concentragao de inibiu 100% da atividade microbiana em comparagdo com o

controle positivo. Os experimentos foram realizados em duplicata.

Figura 30 - Espectrofotébmetro de placas Multiskan utilizado na leitura de placas

Fonte: O autor, (2022).
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5.6.3.4.3 Definigdo de modelo matematico do crescimento de microrganismos

Para melhor entendimento do crescimento dos microrganismos (absorbéncia) em
relagdo ao tempo de incubacéao (24 horas), foi utilizado uma concentracéao fixa de 3276
pMg/mL de SDZ-Na, SDZ-Na/XGM e XGM onde foi estabelecido que, a partir das analises
dos dados, utilizando modelos cinéticos de primeira ordem que estimasse a taxa de
crescimento microbiano em funcdo do tempo de incubagao, resultaria em curvas de
sobrevivéncia onde as variaveis dependentes seriam a concentragao do microrganismos
e as independentes o tipo de composto (SDZ-Na, SDZ-Na/XGM e XGM) (HABERBECK
et al., 2018).

Em processos biotecnologicos, os modelos cinéticos sdo divididos em
estruturados que no geral sdo pouco utilizados devido a sua complexidade de
informagdes, e nado estruturados, que sao mais utilizados pela sua simplicidade e
descricdo de processo, baseado em observacdes experimentais, com possibilidade de
descrever as diferentes sensibilidades dos microrganismos em fungdo dos parametros
testados. Dentre os modelos ndo estruturados, destacam-se os modelos de Haldane,
Monod e o modelo logistico (LIU et al., 2003; FANAEI & VAZIRI, 2009).

O modelo logistico empregado utiliza de um crescimento logistico em que a taxa
de crescimento populacional se torna menor a medida que o tamanho da populagao se
aproxima de um maximo que € imposto por recursos limitantes no ambiente. O
crescimento produz uma curva em forma sigmoidal. A equacgédo logistica (Eqg. 1)
apresenta uma adequada aproximagao da curva de crescimento que inclui as fases, lag,
log, exponencial e estacionaria dos microrganismos (FANAEI; VAZIRI, 2009). A equagao

em forma integrada é apresentada como:

V= 1+be—kt (Ea.1)
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Onde Y é a concentragdo microbiana em seu valor maximo, K: é a constante de
velocidade de crescimento, a o valor de absorbancia e b, similar as equacgdes cinéticas
de 12 ordem, € um parametro proporcional a concentragao inicial de células inoculadas.
Os valores de absorbancia foram obtidos utilizando espectrofotometro de microplaca
Thermo Electron (modelo Multiskan FC) contra um branco constituido somente da
cultura, resultando na representacao grafica absorbancia versus tempo de incubacéo,

permitindo o levantamento do rendimento de crescimento do microrganismo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, na secado 7.1 estdo apresentados os resultados de produgdo e
caracterizagado das gomas xantanas produzidas com sacarose (XGSac) e com bagaco
de malte (XGM). Para questées de comparagao e enriquecimento do trabalho, a goma
xantana padrdo Sigma Aldrich® (XGS) e goma xantana produzida com soro de leite

(XGSL) também foram caracterizadas com os mesmos métodos.

Na secao 7.2 estao apresentados os resultados de preparo e caracterizagao do
complexo SDZ-Na/XGM.

6.1 Gomas xantanas

6.1.1 Composigao centesimal do bagaco de malte

Na Tabela 2, estdo apresentados os valores médios da caracterizagao fisico-
quimica do bagago de malte ndo hidrolisado e bagago de malte hidrolisado. O bagago
de malte hidrolisado foi utilizado como substrato alternativo para obten¢do da goma
xantana (XGM).

82



Tabela 2 — Composigao centesimal do bagago de malte ndo hidrolisado e bagago de malte
hidrolisado que foi utilizado para produg¢ao das gomas

Parametros Bagago nao Bagaco hidrolisado
hidrolisado
% Umidade 95,72 91,02
% Residuo mineral 0,57 0,74
fixo
% Proteina 1,10 0,70
% Lipideos totais 0,54 0,31
% Carboidratos por 2,07 7,23
diferenca

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

O bagaco de malte hidrolisado utilizado no processo fermentativo apresentou
91,02% de umidade, 0,74 de residuo mineral fixo, 0,70% de proteinas, 0,31 de lipidios e
7,23 de carboidratos. Os resultados sugerem que esses compostos sao indicados para
fermentacao das X. campestris pv campestris, ja que fazem parte dos nutrientes minimos
para o crescimento celular e consequentemente producdo de XG. Os resultados
encontrados aqui foram similares quando comparados com outros estudos que também
utilizaram residuos para producédo de XG (DRUZIAN et. Al., 2007; BRANDAO et. Al.,
2008: DINIZ et al., 2012).

Tanto o bagaco n&o hidrolisado quanto o hidrolisado, possuem teores
significativos de carboidratos e proteinas, permitindo assim sua utilizagdo para o
crescimento celular das bactérias de X. campestris pv campestris e assim biossintetizar
e acumular o polimero de goma xantana. Geralmente, meios fermentativos utilizam de 1
a 5% de fonte de carbono, 0,05 a 0,1% de fonte de nitrogénio, tragos de magnésio,
fosforo e minerais (BORGES & VENDRUSCOLO, 2008; SCHMID et al., 2015; LOPES et
al., 2015). Dessa forma, houve suplementacdo de nitrogénio (0,05% ureia) e foésforo
(0,1% fosfato de potassio) no meio fermentativo para produgcdo de XGM e XGSac. Uma

hidrolise termo acida foi realizada no bagag¢o, aumentando assim sua disponibilidade de
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carboidratos no meio fermentativo, que anteriormente era 2,07 %, para 7,23 %. A
hidrolise permitiu que os residuos fossem melhor aproveitados ja que a agao da acidez
e temperatura liberou mais micronutrientes. Na forma n&o hidrolisada e nao livre, os
nutrientes estdo em tamanhos maiores (macronutrientes). Além disso, a hidrélise
permitiu a utilizacdo na forma liquida onde, antes de fermentar, o substrato e meio de

cultivo ficaram mais homogéneos.

Nesse trabalho a relacdo C:N foi de 10,3:1. A relacao entre fontes de carbono e
nitrogénio (C:N) € um importante parametro a ser considerado na produgédo de XG's.
Normalmente, baixas concentracdes de ambos sado uteis para a producao. Para haver
um rapido crescimento celular, € necessaria uma elevada concentragdo de nitrogénio.
Ja, para favorecer o acumulo do polimero, o ideal € um elevado teor de carbono.
(SUTHERLAND, 1998, BORGES & VENDRUSCOLO, 2008). Aperfeicoar as condigbes
para o crescimento celular € uma escolha assertiva para uma maior produgao em escala

industrial.

6.1.2 Determinacgao de agucares por CLAE

A Figura 31 apresenta os cromatogramas onde é possivel identificar agucares
presentes no bagago de malte hidrolisado ndo fermentado e apos 120 h de fermentacéo
e dos padrbes de frutose, glicose e maltose. Observa-se que os picos de agucares
encontrados bagaco de malte hidrolisado ndo fermentado e fermentado, foram
equivalentes aos tempos de retengdes (Rt) de frutose (7,96 min), glicose (9,47 min) e
maltose (15,97 min), demonstrando que o bagaco de malte tem esses agucares em sua
composicdo. Além disso, € possivel observar que no bagago de malte hidrolisado apés
120 h de fermentagao, ndo houve quantificagcdo da maltose, sugerindo que esse agucar
tenha sido utilizado preferencialmente pela X. campestris pv campestris para produgao
de XGM, embora a glicose e sacarose sejam as fontes de carbono mais utilizadas

comercialmente. Na somatéria dos agucares quantificados por CLAE, o quantitativo de
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4,12% encontrado, foi o suficiente para produ¢do de XGM confirmando assim que o
residuo de bagago de malte hidrolisado € um substrato alternativo para o crescimento

celular das bactérias de X. campestris pv campestris e produgdo de goma xantana.

Figura 31 - Cromatogramas das solugbes padrbes e do bagagco de malte fermentado e nao
fermentado
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

6.1.3 Crescimento bacteriano de Xanthomonas campestris pv campestris

Para obtencdo das informagdes das fases de crescimento bacteriano, foram

construidas curvas de densidade 6tica (a 600 nm) em fungédo do tempo para estabelecer
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o melhor tempo de incubagdo e concentragao celular para transferéncia dos inodculos
para producdo da XG. A Figura 32 mostra a curva de crescimento celular da bactéria
acompanhada do aumento da concentagao celular em fungao do tempo. Entret =0 h
(tempo zero) e t = 6 h, é predominante a fase de laténcia onde as células estao se
adaptando ao meio com producido de enzimas que sao necessarias ao crescimento e
metabolismo dos carboidratos e proteinas presentes no meio. A partirdot =9 h, verifica-
se um aumento de densidade 6tica, ou seja, crescimento celular que se estendeu até o
t = 27 h que foi o tempo escolhido para transferéncia de indculos para os experimentos,
entendendo que, a partir desse tempo ha uma desaceleragao do crescimento onde a
bactéria comecga a expressar genes de fase estacionaria que estao relacionados com um
aumento da resposta a estresses e utilizagao de outras fontes de energia. A densidade
otica nesse tempo (27 h) foi de 0.600 e a contagem de células feita pelo método de
profundidade foi de 1,0 x10” UFC/mL. Trabalhos semelhantes utilizaram concentragdes
acima ou abaixo da que foi utilizada neste estudo (MESOMO et al., 2009; REIS et al.,
2010; SOLEYMANPOUR et al.,2018). Entre t =30 h e t = 70 h, a bactéria ficou na fase
estacionaria onde houve esgotamento da fonte de carbono, inibindo assim o0 aumento da
concentracdo celular, em seguida entrou na fase de morte celular originando um

decréscimo de concentragao celular.
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Figura 32 — Curva de crescimento do inéculo de X.campestris com medida de densidade ética a
600nm em funcgao do tempo, a 28° C e 150 rpm em meio YM
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

6.1.4 Producao das xantanas

A producdo de XGs pela bactéria X. campestris pv campestris utilizando a
sacarose como meio controle/comparacao (XGSac) apresentou uma produgao de 4,21
g/100 g de sacarose, enquanto que utilizando o bagago de malte (XGM), a produgéo
ficou em 1,96 g/100 g de residuo de malte. A produtividade obtida com XGM foi menor

que a XGSac, como esperado, ja que a sacarose € um substrato puro.

Os resultados demostram que a bactéria (X. campestris IBSBF 629) apresentou

maior produtividade utilizando sacarose nas mesmas condigbes de operagdes. A
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preferéncia da sacarose pela bactéria Xanthomonas spp. foi objeto de estudo de varios
pesquisadores que chegaram a conclusao de que entre 1 e 5% de sacarose ou glicose,
ocorrem as maiores producdes de goma xantana (GARCIA-OCHOA, 2000; ROTTAVA,
2005; LOPES et al., 2015). Tal fato é corroborado com a goma xantana comercial que é

produzida com essa fonte de carboidrato.

Em escala industrial, a produtividade € um dos aspectos economicamente mais
importantes e as etapas de extracao e purificagdo devem ser rigorosamente executadas.
A produtividade é influenciada pela cepa bacteriana, meio de fermentagao e condicbes
do processo (MAYER, et al, 2008). Trabalhos com produgdo de goma xantana a partir
de residuos e também com fonte de sacarose, apresentaram valores proximos aos aqui
encontrados (SALAH et al., 2010; DINIZ et al, 2012; SCHMID et al., 2015).

Mesmo apresentando um volume menor de produgdo, vale lembrar que foi
possivel produzir a XGM a partir de bagaco de malte, que € um residuo, reduzindo assim
custos de produgédo, poluigdo ambiental e gerando um novo produto a partir de um

subproduto de baixo valor agregado.

Ao avaliar os custos de producdo para XGM e XGSac e com esse calculo,
servindo de base para subsidiar a viabilidade econémica da produg¢ao de goma xantana
com bagacgo de malte, o custo a posteriori ou seja, apds o processo de produgdo das
gomas, considerando que somente a diferenga entre as produg¢des se deu pelo tipo de
fonte de carbono utilizado (bagago de malte e sacarose) em que 1 quilo de sacarose
comercial custa R$ 1,60 enquanto que 1 kg de bagagco de malte sai por menos de R$
0,15, resultou, em uma produgdo 5 vezes mais barata utilizando o residuo de malte.
Dessa forma, a utilizagdo desse residuo contribui para redugéo de custos de producéao e

poluicdo ambiental.
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6.1.5 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho com transformada

de Fourier

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) é uma técnica bastante utilizada que fornece informagdes sobre os modos
vibracionais das moléculas de uma substancia. A radiacdo infravermelha de maior
utilidade na quimica organica esta situada entre 4000 e 400 cm'. O fato de que todas as
as ligacdes quimicas possuem frequéncias de vibragdes especificas, correspondendo a
niveis de energia (niveis vibracionais), essas podem sofrer uma variagdo no seu
momento dipolar. Na pratica, ao analisar uma amostra, a incidéncia de um feixe de luz
(radiacdo infravermelho) sobre a variacdo do momento dipolo elétrico das ligacdes
quimicas das moléculas quando em movimento, determina as frequéncias absorvidas
por ela. A quantizagdo mede diretamente o quanto de cada comprimento de onda ou
frequéncia da radiacao eletromagnetica incidente é absorvido ou transmitido gerando
espectros de rotacdo que sio visualizados em formas de linhas. Basicamente, as
vibragbes das moléculas s&o classificados em dois tipos: Estiramento axial (v) que
podem ser simétrica ou assimétrica e Deformacgdo angular (8), que também pode ser
simétrica ou assimétrica e ainda simétrica e assimétrica no plano ou fora do plano
conforme Figura 33. O estiramento axial sdo oscilagdes radiais das distancias entre os
nucleos enquanto as deformagdes angulares envolvem mudancgas dos angulos entre as
ligagbes ou, como no modo de deformagédo assimétrica fora do plano, alteragdes do
angulo entre o plano que contém as ligacdes e um plano de referéncia. E uma técnica
de andlise rapida, ndo destrutiva e altamente sensivel porque colhem informagdes de
todas as frequéncias, permitindo multiplas leituras de uma mesma amostra
(BERTHOMIEU & HIENERWADEL, 2009; LEITE & PRADO, 2012).
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Figura 33 - Tipo de movimento vibracional das moléculas
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Fonte: Solomons, (2009).

A técnica de FTIR nos forneceu informagdes sobre os modos vibracionais das
moléculas das XGse foi utilizada para identificar e definir sua composigao e estrutura
quimica, detectando suas semelhancas ou diferengas, visto ser um procedimento
necessario e que deve anteceder quaisquer estudos acerca do comportamento coloidal

ou reologico dos compostos.

Comparando a goma xantana padrdao Sigma Aldrich® (XGS) com as demais
(XGM, XGSac e XGSL), verifica-se que o perfil estrutural apresentou semelhanga mas
com modificagdes estruturais entre si e as principais bandas que caracterizam a gomas,
como mostra a Figura 34, sugerindo que o processo é reprodutivo e estao coerentes com
a literatura (MENDES et al., 2012; SARA et al., 2020). Os principais grupos funcionais

presentes na molécula foram identificados e estao relacionados na Tabela 3.
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Figura 34 — Espectros na regiao do infravermelho para as XGs
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
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Tabela 3 — Atribuigbes para as bandas mais importantes observadas na regiao do infravermelho

para as gomas xantanas XGM, XGSac, XGSL e XGS

Numero de ondas cm™! Atribuic6es

XGS XGM XGSac XGSL

3437 3408 3408 3400 v(O-H) do grupo hidroxila

2928 2933 2928 2940 v(C-H) do grupo metila

1748 1729 1736 1745 v(COO") de ésteres, ac. carboxilicos,
aldeidos e grupo ceténico.

1618 1637 1637 1618 v(COO") ésteres do grupo piruvato

1408 1402 1408 1408 Bang (C-H) de metila
v(-COO") do grupo ac. glucurdnico

v(C-0) de alcool (ligagdes glicosidicas)
1038 1075 1050 1043 v(C-C), v(C-H) (ligagbes glicosidicas)
605 605 599 580 v(C-C), v(C-H) (ligagbes glicosidicas)

Legenda: v:Deformacéo axial - dang: Deformacéo angular.

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

Nos espectros das XGs a banda larga em torno de 3400 — 3437 cm™ esta

relacionada a deformagédo axial dos grupos hidroxila v(OH) presentes na estrutura

principal dos carboidratos. A banda 2928 — 2940 cm-" foi atribuida a deformagéo axial do

grupo metila v(CH) presentes em hexoses como glicose e manose ou relacionada ao

estiramento assimétrico ou simétrico de CHs ou CHz. A banda observada na regido de

1729 — 1748 cm™ corresponde a deformagido axial do grupo carboxila v(COO-) dos

derivados de ésteres dos acidos piruvico e acidos carboxilicos, grupo cetdnico e aldeido.

A banda em torno de 1618 — 1637 cm' corresponde a deformagéo axial de v(COO-) de

cetona presente na cadeia lateral do trissacarideo das XGs(residuo do acido piruvico).

Bandas entre 1402 — 1408 cm-', referem-se a deformacg&o angular 5ang (CH) de metila

vibragbes assimétricas v(COO-) do acido glucurbnico. Bandas entre 1038 — 1075 cm-’
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podem ser associadas a deformacgdo axial dos grupos C-O e C-C e banda C-O
caracteristica dos polissacarideos. Vibragdes em torno de 580 — 605 cm™', referem-se a
deformacgéo axial de ligagdo v(C-C) e v(C-H), denominadas genericamente vibracdes
esqueletais (impressao digital), geralmente fracas e sem qualquer importancia para
elucidacao estrutural. Conforme Faria et al. (2011), os polissacarideos sdo comumente
representados por bandas caracteristicas em 3400 cm-!, 2940 cm™ , e 800 — 1200 cm -
a qual representam ligacdes OH, CH de grupos CH2 e sacarideos. E possivel observar
que as principais bandas que caracterizam os polissacarideos apresentaram
deslocamentos, alargamento ou estreitamento das bandas, com modificagées em sua
estrutura. Sugere-se que essas diferengas estdo associadas a modificagdo dos grupos
funcionais, formando novas macromoléculas, com diferentes graus de ramificacéo e
massa molar, decorrente de diferentes cepas de microrganismo, fonte de carbono e
condigdes operacionais. Desta forma, analisando os espectros, é possivel inferir que a
bactéria X. campestris € capaz de bioconverter o bagago de malte em goma xantana e
sua estrutura possui similaridade com os mesmos grupamentos funcionais da goma
xantana padrao Sigma Aldrich® (XGS) sugerindo assim reprodutibilidade do processo
de produgcdo (SUJATHA et al., 2020; NEJADMANSOURI et al., 2021; WANG et al.,
2021).

6.1.6 Analises térmicas

As técnicas termogravimétricas sdo conhecidas como um grupo de técnicas nas
quais uma propriedade fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reagao € medida
como funcdo da temperatura, enquanto a substancia € submetida a um programa
controlado de aquecimento/resfriamento (MACKENZIE, 1979). Para ser considerada
uma técnica termoanalitica, deve-se medir uma propriedade fisica, essa medida deve
ser expressa como funcao da temperatura e a medida deve ser automatizada. Dessa

forma é possivel coletar informagdes a respeito de estabilidade térmica, variacdo de
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massa, pureza, ponto de ebulicdo e fusado, transicao vitrea, calores especificos, cinética
de reacgdo e outras (IONASHIRO, 2005). As principais técnicas difundidas e utilizadas
estéo representadas no Quadro 4 juntamente com suas propriedades fisicas e principais

informagdes que cada técnica fornece.

Quadro 4 - Técnicas, propriedades fisicas medidas e informacdes das principais técnicas em
Analise Térmica

Técnica Propriedade fisica Informacgao da técnica
medida
Analise Termogravimétrica — TGA Massa Decomposicéo
Analise Térmica Diferencial - DTA Temperatura Mudancas de fase
Reacdes
Termogravimetria Derivada — DTG Massa Desidratagao
Oxidacao
Mudancas de fase
Calorimetria Exploratoéria Diferencial - DSC Entalpia Reacgdes
Calorimetria
Capacidade calorifica
Analise Termomecanica — TMA Deformacgao Mudancas mecanicas
Expansao
Analise Dindmico-Mecanica— DMA Propriedades Mudancas de fase
mecanicas Cura de polimero
Analise de Gas Envolvido — EGA Gases Decomposicéo
Catalise

Reacéo de superficie
Fonte: lonashiro, 2005; Vyazovkin, 2010; Fulias et al., 2015.

As técnicas TGA, DTG, DTA e DSC sao bastante utilizadas na industria
farmacéutica em matérias-primas no desenvolvimento de novos produtos e avaliagao do
produto final (SOUZA, et al., 2012).

A Anadlise Termogravimétrica (TGA) € técnica termoanalitica que acompanha a
variagdo massa (perda ou ganho) de um objeto em fungcdo da programacédo da
temperatura/tempo, em atmosfera controlada. Sao uteis para determinar a estabilidade
térmica e diferenciar componentes de misturas (PRASERTSRI et al., 2013). A medida é

feita por uma microbalanga acoplada a um forno e a um controlador, sendo os resultados
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fornecidos em percentual de massa em fungdo de temperatura (BROWN, 2004;
CALDERINI & PESSINE, 2008).

A Andlise Térmica Diferencial (DTA) consiste na medida da diferenga de
temperatura entre a referéncia que € termicamente estavel e a amostra em fungao do
tempo quando submetidos a uma programagéao controlada de temperatura. O resultado
€ uma curva de DTA onde as diferengcas de temperaturas sao plotadas em eventos
endotérmicos voltados para baixo e exotérmicos voltados para cima em fungao da
temperatura/tempo. Nos da informacdes sobre os efeitos de calor associados com
alteracbes quimicas e fisicas das amostras como desidratagcdo, decomposicao,
dissociacdo entre outros (IONASHIRO, 2005).

Analise termogravimétrica (TGA) foi executada para monitorar a variagao da
massa das XG em fungdo da temperatura em atmosfera controlada. Os resultados
podem indicar similaridades ou diferengas na composicdo das XG's. A analise térmica
diferencial (DTA) foi executada para medir o fluxo de calor resultante da diferenca entre
a temperatura da amostra e do material de referéncia em fungao do tempo, permitindo
determinar a ocorréncia de eventos endotérmicos ou exotérmicos (GIOLITO e
IONASHIRO, 1988).

As curvas TGA e DTA das amostras de XGs representadas na Figura 35 mostram
perfil de decomposicao térmica. Os dados relacionados aos eventos térmicos ocorridos

na amostra estio listados na Tabela 4.
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Figura 35 — A) Curva de analise termogravimétrica (TGA). B) Curva de analise térmica diferencial

(DTA) das XGs
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Tabela 4 — Tabela com os principais eventos térmicos atribuidos as XGs

Material 1° Perda de T (°C) 2° Perda de T (°C) 3° Perda de T (°C) 4° Perda de T (°C)
massa (%) massa (%) massa (%) massa (%)

XGS 13 35-115 56 115-335 17 335-680 14 >680
Desidratagao Decomposicao Decomposigao Carbonizagao

XGM 12 35-195 25 195-450 18 450-785 32 >785
Desidratagao Decomposigao Decomposigao Carbonizagao

XGSac 10 35-200 23 200-455 17 455-799 32 >799
Desidratagao Decomposigao Decomposigao Carbonizacgao

XGSL 15 30-170 48 170-403 29 403-500 7 >500
Desidratagao Decomposigéo Decomposigao Carbonizagao

Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
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Todas as amostras apresentaram quatro eventos de perda de massa, sendo que:

O 1° evento é endotérmico e ocorre na faixa de 30 °C até 200 °C com primeira
perda de massa inicial de 13 % para XGS, 12 % para XGM, 10 % para XGSac, 15 %
para XGSL atribuida a perda de agua superficial e intriseca (desidratagao). A presenca
de grupos hidrofilicos —OH, facilita a absorgao da agua e por isso tem-se essa pequena
desidratagédo (FARIA et al, 2011, SAMPAIO et al., 2020).

O segundo evento é exotérmico, ocorre na faixa de 115 °C a 455 °C com segunda
perda de massa de 56 % para XGS, 25 % para XGM, 23 % para XGSac, 48 % para
XGSL atribuida a decomposicdo dos carboidratos. Observa-se que as XGM e XGSac
apresentam melhores estabilidades térmicas (até 785 °C) ao se comparar com XGS e
XGSL e também a outros trabalhos (FARIA et al,. 2011; LI et al; 2016; SOLEYMANPOUR
et al., 2018).

O terceiro € exotérmico e ocorre na faixa de 355 °C a 799 °C com terceira perda
de massa de 17 % para XGS, 18 % para XGM, 17 % para XGSac, 29 % para XGSL

que corresponde também a decomposic¢ao das XGs.

O quarto evento apresentaram massas residuais em 14 % para XGS (> 680 °C),
32 % para XGM (>785 °C), 32 % para XGSac (> 799 °C), 7 % para XGSL (>500 °C) e
podem sugerir incorporagao de cations Na*/K* que estédo presentes na formulagdo das
gomas (KLAIC et al., 2011).

As gomas XGM e XGSac apresentaram maior estabilidade térmica quando
comparadas com XGSL e XGS. Atribui-se a diferenga de perda de massa entre as gomas
na etapa de recuperagao por precipitagao, que pode levar a incorporagao de diferentes
quantidades de cations ou a mudancgas estruturais provocadas por diferentes fontes de

carbono.
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6.1.7 Estudo de agregacao das gomas xantanas por titulagées condutimétrica,

viscosimétrica, por Potencial Zeta, e por DLS

O estudo de agregacao das gomas em solugao foi avaliado medindo-se o potencial

zeta (ZP), o didametro hidrodinamico (Dn), condutividade elétrica (k) e viscosidade (n) em

funcdo das concentracdes crescentes das XG's.

A determinacdo do Potencial Zeta (ZP) € um modo de se caracterizar a dupla

camada elétrica na interface com o meio liquido nos sistemas coloidais. E a diferenca de

potencial entre o meio disperso e a camada estacionaria de um fluido ligado a particula
dispersa (HONARY & ZAHIR, 2013). E também definido como o potencial eletrostatico

meédio existente no plano hidrodindmico de cisalhamento, em algum lugar entre o plano

de Stern (camada interna) e o final da camada difusa da superficie (camada externa)

(Figura 36), normalizado pela concentracdo de cargas. Sua unidade no Sistema

Internacional de Unidades é o Joule/Coulumb (J/C) ou Volt (V).

Figura 36 - Modelo esquematico para o Potencial Zeta
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As forgas fisicas mais fortes entre quaisquer dois objetos s&o as interagdes de
Coulomb (elestrostaticas), cujas cargas interagem exercendo for¢cas de atragcéo e
repulsdo entre si. As particulas coloidais sdo estaveis quando ha repulsdo e se
aglomeram quando ha atragdo. Dessa forma, € possivel controlar a estabilidade ou
repulsdo alterando variaveis como tensoativos e ions (alterando a forga i6nica ou o pH)
(GHERNAOUT, 2015).

O ZP nos da informacéao do potencial elétrico das particulas que sao influenciados
pelo meio em que esta disperso e sua composicado, sendo utilizados para avaliar a
estabilidade das suspensdes/emulsdes permitindo inferir sobre a distribuicdo, adsorcgao,
ionizagao e concentragédo de fragdes de solugdes carregadas (KASZUBA et al., 2010;
BAGUL et al., 2012).

Particulas com valores de ZP acima de (+/-) 30 mV s&o consideradas estaveis, se
repelindo e impedindo que sua carga superficial aglomere. Valores abaixo de (+/-) 30
mV, s&o considerados instaveis com aglomeragbes de particulas (BRUNCHI et al.,
2016).

O Espalhamento de luz dinamico (DLS) foi utilizado para medir a distribuicdo de
tamanho das particulas. As propriedades de dispersido da luz causada pelo movimento
browniano das particulas em suspensao quando colocadas em uma cubeta transparente
sao recebidas por um detector a um determinado angulo, que correlaciona a intensidade
dos feixes de luz que mudam com o aumento do tempo de relaxamento das moléculas
em solucdo e transmite informagdes sobre a distribuicdo dos tamanhos ou tamanho
médio e agregados de moléculas (TAMIME, 2008; PECORA, 2013;
PAPAGIANNOPOQULOQOS et al., 2016). Movimento browniano € o movimento aleatério das
particulas em suspensdo quando se colide com atomos ou moléculas do liquido em
suspensao (MALVERN, 2020).

A Figura 37A mostra o resultado de medigbes de ZP de dispersdes de XGM,
XGSac, XGS e XGSL nas concentragdes entre 0,005 a 20,00 g/L. Observa-se uma

100



concentragéo critica C** (~1,70 g/L), denominada concentragcao de emaranhamento,
separando dois regimes de comportamento de tamanhos diferentes nas particulas, o
semidiluido e concentrado (WYATT & LIBERATORE, 2009). No inicio, todas as
XGsapresentaram potencial zeta negativo (XGS: - 70 mV; XGM: - 26 mV; XGSac: -36
mV e XGSL: -57 mV) que estdo associadas ao carater anidnico das gomas devido a
presenga de grupos OH e COO . Aumentando a concentragao até atingira concentragao
critica de emaranhamento (C** ~ 1,70 g/L), verifica que as cargas ficaram ligeiramente
mais negativas (XGS: - 93 mV; XGM: - 33 mV; XGSac: -49 mV e XGSL: -63 mV),
sugerindo que este aumento no modulo do potencial zeta seja devido a formagao de
pequenos agregados moleculares onde as estruturas devem possuir uma concentragao
maior de cargas negativas na superficie, por isso um valor mais negativo de potencial

zeta.

Acima da concentracgao critica C**, o modulo do potencial zeta diminui para todas
as amostras, sugerindo agregagao por emaranhamento tridimencional, levando a uma
blindagem parcial das cargas de superficies predominantes na interface das moléculas
XGs/ agua. Nessa mesma faixa de concentragao, observa-se também um aumento da
viscosidade (Figura 37B) confirmando essa agregagdo, que € um comportamento

caracteristico das gomas, que explica seus efeitos espessantes.

A Figura 37C, mostra a condutividade das XGsem fungao da concentragao. Ja era
esperado que a condutividade aumentasse em fungdo do aumento da concentragao,
visto que, as XGssao polieletrolitos (ZHANG & LIU, 2011). Porém, observa-se que a taxa
de aumento da condutividade com a concentragdo € maior no inicio da titulagdo, pelo
fato de as moléculas ainda ndo se encontrarem num estado emaranhado. Nesta
situacao, cada molécula individualmente tem uma maior contribuigao para os valores de
condutividade observados. Acima da concentracio critica, tem-se uma reducéo da taxa
de aumento da condutividade com a concentragao, que foi atribuida ao emaranhamento
molecular conforme descrito acima. Nessas condig¢des, considerando a blindagem de
cargas, tem-se uma menor contribuicdo de cada molécula para o aumento da

condutividade do meio.
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Na Figura 37D temos ainda o grafico dos diametros hidrodinadmicos das XGsem
funcdo de sua concentracdo. Os dados de DLS mostraram que todas as
XGsapresentaram o mesmo padrdao no desenho da curva. Na concentragao inicial o
tamanho de particulas médio para todas as XGsfoi de 650 nm, atribuido a presenca de
grandes agregados (ALMEIDA et al., 2021). Com aumento da concentracdo esperava-
se um aumento de tamanho de particula, mas houve diminuigdo de tamanho. Desse
modo, a técnica nao foi util para o estudo de agregagao das gomas por estar incoerente
com os valores de potencial zeta, viscosidade e condutividade. A reducédo de tamanho é
um artefato decorrente da formacdo de emaranhados moleculares continuos, sem
espaco entre as cadeias poliméricas, restringindo seus movimentos, explicando a queda

aparente dos valores de tamanho.
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Figura 37- Valores de: A) potenzial zeta, B) Viscosidade, C) condutividade elétrica, D) Diametro
hidrodindmico; em funcao das concentragdes de 0,005 a 20,0 g/L das XG's
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6.1.8 Ensaios reolégicos estacionarios
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A reologia é a ciéncia que estuda a deformacgao e escoamento da matéria quando

submetida a aplicagdo de forca. A matéria, nesse contexto, podem ser, gases, solidos
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ou liquidos. A deformagao ocorre quando a matéria esta no estado sélido e a propriedade
de interesse € a elasticidade. O escoamento, representado pelos fluidos, seja no estado
liquido ou gasoso, tem como principal propriedade de interesse, a viscosidade. O objetivo
da reologia € conhecer a relagao entre as forgas aplicadas, os movimentos e interacoes
moleculares e os efeitos induzidos, mostrando sua estrutura molecular (GUPTA, 2000;
MALKIN et al., 2006; GOODWIN & HUGHES, 2008).

Os fluidos sao substancias que podem fluir ou escoar e sofrem deformacéao continua.
A resisténcia de um fluido ao menor movimento é chamada de viscosidade que é definida

a partir da equacéao da 22 Lei de Newton representadas nas Equacbes 2 e 3:
F =ma (Eq.2)

T=n¢ (Eq. 3)

onde, a tens&do de cisalhamento (7), forga por unidade de area paralela, representa o
estimulo externo analogo ao parametro forga (F); o fator de inércia viscosidade (n, Pa.s) é
analoga a massa (m); e o fator de deslocamento aceleragao (a) € analogo a (¢) taxa de
cisalhamento que é o gradiente de velocidade, medindo o movimento transmitido ao

fluido por agdo de uma forga externa (BARNES, 1989).

Fluidos que apresentam viscosidade constante, independente da tensido de
cisalhamento, sao classificados como newtonianos e tem relacao linear entre tenséo de
e taxa de cisalhamento. Fluidos no qual a viscosidade varia com a tensdo de
cisalhamento que n&o apresentam uma relagdo linear entre tensdo e taxa de
cisalhamento, sao considerados Nao-Newtonianos (REINOSO et al., 2019). O fluido
pseudoplastico é aquele que tem uma diminui¢cao da viscosidade com o0 aumento da taxa
de cisalhamento. Fluido dilatante é aquele que quanto maior a taxa de cisalhamento,
maior & sua viscosidade. Ja o fluido dilatante que tem um comportamento rigido seguido
de viscosidade constante € conhecido como plasticos ou de Bingham. Todos eles sdo
classificados como dependentes (tixotropicos e reopéticos) e independentes

(pseudoplasticos, plasticos e dilatantes) do tempo. O esquema apresentado na Figura
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38 representa a classificagado dos fluidos liquidos e na Figura 39 tem-se o desenho

representativo das curvas, o tipo de comportamento do fluido, a equacao e descricdo da
viscosidade.

Figura 38 - Classificacao dos fluidos
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
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Figura 39 - Comportamento dos fluidos
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A goma xantana se enquadra no comportamento pseudoplastico. A sua
viscosidade diminui com aumento da taxa de cisalhamento causado por uma desordem
em sua rede polimérica e um alinhamento parcial das macromoléculas em diregao ao
fluxo. Ent&o, a sua viscosidade esta relacionada com a resisténcia interna oferecida ao
movimento de diferentes partes desse fluido. Ou seja, ela € diluida por cisalhamento e

mesmo assim possuem uma boa viscosidade em baixas taxas de cisalhamento
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(RIBEIRO et al, 2015). Um aumento na concentracdo da goma causa um aumento na
viscosidade devido ao entrelagcamento de suas redes poliméricas por interagao
intermoleculares (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Além disso, mantem sua viscosidade
mesmo em variagdes de pH, temperatura e presenca de sais (MATSUYAMA et al., 2021).
Essas caracteristicas sdo desejaveis em diversos setores da industria ja que as gomas
xantanas sdo utilizadas como espessantes, estabilizantes e emulsificantes

principalmente na industria de alimentos (ZHAO et al., 2021).

Analises reoldgicas estacionarias foram realizadas varrendo a taxa de
cisalhamento entre 10 a 1000 s™', a 25 °C para as XGs (XGM, XGSac, XGSL e XGS),
com o objetivo de classifica-las quanto ao comportamento de fluxo. A concentragao
escolhida para anallise foi 2,0 g/L que equivale a uma concentragao minima de 0,2%
bastante utilizada na formulagdo de alimentos na formacdo de géis termicamente
reversiveis (DA SILVA et al.,, 2018; RODRIGUES et al., 2018). As Figuras 40 A e B

mostram as curvas de viscosidade e fluxo das solu¢des de xantanas.

A Figura 40A mostram que a tensao de cisalhamento aumenta com o aumento da
taxa de cisalhamento e todas as solugbes apresentam carater pseudoplastico, mesmo
em baixas concentragdes e sdo compativeis com dados de literatura (MUDOI et al., 2013;
PATEL et al.,, 2020; WANG et al., 2021). A Figura 40B demostra que a viscosidade
diminui com o aumento da taxa de cisalhamento, evidenciando o comportamento
pseudoplastico para as XGs (ASSIS et al., 2014). Em solugédo, moléculas de xantana
formaram uma estrutura de rede desordenada e emaranhada através de interagdes nao
covalentes intra e intermoleculares, se agregando entre as cadeias moleculares
resultando em alta viscosidade em baixa taxa de cisalhamento (< 30 s*'). Uma queda
brusca nos valores de viscosidade ocorre com aumento da taxa de cisalhamento
principalmente entre 30 e 190 s™!, onde as moleculas que estavam emaranhadas e
desordenadas, passaram a se desenrolar e se ordenar na direcdo do cisalhamento. Apos
500 s*' o comportamento do fluxo tende a ser puramente Newtoniano. O alinhamento e
ordenacéao das particulas em direcao ao fluxo, faz com que as particulas adquiram altos

gradientes de velocidade com tendéncia a linearidade em sua viscosidade causando
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desagregacao de suas particulas (REINOSO et al., 2019). Na concentragao de 2,0 g/L,
ao fixarmos uma taxa de cisalhamento em 115 s, a viscosidade da goma produzida com
residuo de malte (XGM), foi praticamente a mesma (0,023 Pa.s) que a goma produzida
com sacarose XGSac (0,020 Pa.s), mostrando que o bagago de malte (XGM) apresenta
mesma capacidade espessante e confirmando seu potencial biotecnolégico para
fabricagcdo de gomas, o que representaria redugcéo nos custos de produgao e impacto

ambiental.

As gomas XGS (Sigma Aldrich®) e XGSL (fonte alternativa - soro de leite), foram
as que tiveram as maiores viscosidades na mesma taxa de cisalhamento (0,046 Pa.s e
0,030 Pa.s, respectivamente). E importante salientar que a goma padrao XGS passa por
rigoroso processo de produgao e purificagdo, sendo esperado, portanto, um efeito
espessante maior. A goma produzida a partir de soro de leite foi biossintetizada com

outra cepa de microrganismos, o que pode explicar a diferenga de viscosidade.

Resultados semelhantes ao do presente estudo, utilizando fontes alternativas de
carboidratos foram relatados por NERY et al., (2008), BRANDAO et al.,(2010), FARIA et
al., (2011), DA SILVA et al., (2018), GONDIM et al., (2019), e WANG et al., (2021).
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Figura 40 — A) Curvas de fluxo e B) de viscosidade, para XGS, a 25 °C e concentragéo 2,0 g/L.
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6.1.9 Ensaios reolégicos oscilatorios

O conceito de viscosidade é relevante para materiais complexos, com composi¢ao
resultante da combinacédo de sodlidos e liquidos visto que o comportamento de fluxo
resultante € uma combinacdo desses dois estados fisicos. Conforme citado
anteriormente, a reologia objetiva a conhecer a relagéo entre as forgas aplicadas, os
movimentos, as interagées moleculares e os efeitos induzidos, mostrando sua estrutura
molecular. Em outras palavras, ela estuda como a matéria se deforma quando é aplicada
uma tensao e o tempo em que essa tensao € aplicada. Dessa forma, um material pode
se comportar como um solido ou como um liquido dependendo do tempo do processo de

deformacéo.

A viscoelasticidade diz respeito as propriedades viscosas (fluidicas) e elasticas

(solidas) que o material possui. Todos os materiais s&o viscoelasticos (BARNES, 2000),
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sendo o que diferencia as propriedades viscosas e elasticas dos materiais, € a relagéo
do tempo do processo de deformacao (tempo de relaxagéo) e o tempo caracteristico do
material (tempo de observagao). E essa relagao de tempo, em Reologia, € definida pelo

numero de Deborah, (REINER, 1964) representada pela Equacéo 4.
De=> (Eq.4)

Nesta equacdo, T € o tempo do processo de deformacdo e )Y é o tempo
caracteristico do material. Materiais que apresentam elevado numero de Deborah,
podem ser considerados materiais solidos. Ja os que apresentam baixos numero de
Deborah, sao liquidos. E os que apresentam valores de numero de Deborah proximos a

1 (De ~ 1), sdo viscoelasticos e de grande interesse para reologia (KIM, 2006).

Nos fluidos ndo newtonianos em estado natural de repouso, a microestrurura
apresenta um estado minimo de energia livre de Gibbs, geralmente com minimo de
entalpia e maximo de entropia. Quando esse fluido sofre pequenas deformagdes, forgas
termodinamicas agem restaurando o estado de repouso que é conhecida como resposta
viscoelastica, sendo representada quando plotadas, em uma regido conhecida como
regido de viscoelasticidade linear (Viscoelastic Linear - LVE) (MACOSKO, 1994). Dentro
da LVE, diferente do que ocorre na reologia estacionaria, a estrutura molecular é
reversivelmente perturbada, podendo ser rapidamente restaurada mediante a
interrupcdo do estimulo mecanico. Diversos modelos matematicos (Maxwell, Kelvin-
Voigt, Burgers) foram propostos para entendimento dessa regido e uma das razdes para
determinar a LVE é compreender os efeitos da estruturacdo molecular do material

guando em escoamento, ndo sendo nosso objetivo detalha-los no presente texto.

Na pratica, como a medida do numero de Deborah néo é trivial. Uma alternativa
sd0 0s ensaios reologicos oscilatérios, que visam obter o modulo de armazenamento
(G’), que representa a componente elastica (sélido) da amostra; e o médulo de perda
(G”), representando a componente viscosa (fluidica) da amostra (GOODWIN &

HUGHES, 2008). Os ensaios realizados em fungao da amplitude de deformacao (y%)

110



permitem descrever o comportamento das amostras na faixa nao destrutiva,
determinando a faixa limite da LVE. Varreduras de frequéncia angular (w) descrevem o
comportamento dos modulos G e G” em sua dependéncia com a frequéncia,
preferencialmente dentro da faixa de deformagao nao destrutiva, ou seja, na faixa da
LVE. Frequéncias baixas simulam movimentos moleculares lentos em tempos longos
enquanto que altas frequéncias simulam movimentos moleculares rapidos em tempos

curtos.

De posse dos valores de G’ e G”, é possivel determinar o fator de amortecimento
ou perda (tano = G”/G’, monitorado geralmente em fungéo da amplitude de deformacéo),
que descreve a razao dos modulos do comportamento viscoelastico, informando se o

material tende para um liquido (tano>> 1) ou para um sélido (tané =~ 0).

Com as mesmas amostras utilizadas acima, foram realizados experimentos
reologicos oscilatérias das XGs (XGM, XGSac, XGSL e XGS) varrendo uma faixa
crescente de amplitude de deformacao (y % = 1 e 500%) na frequéncia angular constante
(w =20 rad/s), com temperatura fixa (25 °C), visando a determinagdo dos mddulos G’ e
G” e da regiao de viscoelasticidade linear (LVE). Em seguida, varreduras de frequencia
angular foram realizadas de 1 a 100 rad/s, mantendo a amplitude de deformagéo fixa em
50% (dentro da LVE).

Fazendo a varredura de amplitude de deformacgéo (y %) entre 1 e 500%, os valores

dos modulos elastico (G’) e viscoso (G”) foram plotados como mostra a Figura 41A.

E possivel observar que todas as gomas possuem o médulo G” maior que o
modulo G’, predominando a formagao de rede viscoelastica com carater viscoso (fluidico)
(LARSSON & DUFFY, 2013). Além disso, tem-se que a regido viscoelastica linear (LVE)
encontrada dentro da faixa em que os mdédulos s&o constantes e paralelos (pelo menos
aproximadamente) com o eixo da amplitude foi de 12% para XGS, 8% para XGSL e 4%
para XGM e 4% XGSac. Em amplitudes de deformagao acima da LVE, é sugerido que a

estrutura molecular em redes estd se desestruturando, reduzindo a densidade de
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emaranhamento, até um limite de escoamento em que a estrutura é totalmente rompida

e fluidizada.

Hyun et al., (2002) efetuou modelagem de diversos tipos de comportamentos
macromoleculares em materiais fluidos, e os classificou em quatro tipos, a depender do

tipo de interagdes:

Tipo | — Ambos os modulos elastico e viscoso diminuem com aumento da
amplitude. Isso é atribuido ao emaranhamento de cadeia de polimeros. Em baixas
amplitudes, as cadeias permanecem emaranhadas e em altas amplitudes,
desembaracam-se a medida que sado esticadas seguindo alinhamento do fluxo,
diminuindo o mddulo viscoso. Quanto mais se estendem, atingem o comprimento

maximo, reduzindo o modulo de elasticidade.

Tipo I = Ambos os modulos elastico e viscoso aumentam com aumento da
amplitude. A atribuigdo para isso é devido a fortes interagdes entre segmentos do fluido.
A medida que a amplitude de oscilagdo aumenta, os segmentos interagem aumentando
a resisténcia ao fluxo. O cruzamento de cadeia de polimeros pode formar microestruturas

que inibem a deformagao adicional na dire¢ao do fluxo.

Tipo Il — Ambos os moédulos elastico e viscoso eventualmente diminuem com
aumento da amplitude, mas o modulo viscoso aumenta inicialmente. Isso é atribuido a
combinagao do tipo | e Il. No inicio é formado uma microestrutura fraca que resiste ao
fluxo, mas apés uma amplitude critica de cisalhamento, a estrutura é destruida e as

cadeias se alinham na dire¢ao do fluxo.

Tipo IV - Ambos os médulos elastico e viscoso eventualmente diminuem com
aumento da amplitude, embora ambos aumentem inicialmente. O mecanismo atribuido

a isso é igual ao tipo Ill, mas com interagao intermolecular mais forte.

Para as quatro solugdes de xantana, tem-se o comportamento proximo “tipo I”

segundo Hyun et al. (2002) e Townsend et al., (2018), em que G” e G’ diminuem com a
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amplitude e cujo mecanismo especifico, atribuido € correlacionado ao emaranhamento
das cadeias de polimeros. Em baixas amplitudes, as cadeias encontram-se
emaranhadas. Parte da energia mecanica recebida é transferida para desembarago
macromolecular e parte é transferida para o solvente, causando movimento. Mas com o
cisalhamento em altas amplitudes, as cadeias se desembaracam a medida que sao
esticadas e alinhando-se na diregao do fluxo. Isso reduz o arrasto local, diminuindo o
modulo viscoso. Quando as cadeias atingem seu comprimento maximo, a energia
mecanica aplicada ndo causa mais desembaragco molecular e o sistema nao mais

armazena energia, causando também uma redugdo no modulo elastico.

Todavia, para elevadas amplitudes, XGM, XGSac e XGSL, apresentam ponto de
cruzamento mudando o carater da amostra, com predominio das forgas elasticas sobre
a viscosa, ou seja, G’ < G’, sugerindo enrijecimento a elevadas amplitudes. Esse
enrijecimento pode ser decorrente da maior taxa de dessolvatagdo (maior reducao de
G”) frente a uma menor taxa de desembaraco (menor reducdo de G’) desses polimeros,
resultando no cruzamento. Tal fendbmeno pode ser correlacionado com a presencga de
ions, ja que XGS apresentou menor valor de massa residual na TGA, seguida de XGM.
A ordem decrescente de massa residual é: m/moxaGsac) > Mm/moxasL) > mM/Moxem) >
m/moxcs). A ordem decrescente da amplitude de cruzamento foi: Y% xcsac) ® Y% xxaGsL) >
1% xam) > Y% (xes) (sem cruzamento), ou seja, XGSac e XGSL, que apresentaram ponto

de cruzamento proximo, foram as que apresentaram maiores valores de massa residual.

Na Figura 41B, observa-se que para XGM, XGSac e XGSL os valores do fator de
amortecimento (tand) foram maiores que 1, sugerindo um comportamento predominante
viscoso (fluidico) até 100% de frequéncia. Porém, das trés xantanas, a XGM apresentou

menores valores na faixa de 0 a 10% de deformacdo, demonstrando maior rigidez.

Apos 100% de deformagédo, o comportamento dessas gomas passa a ser elastico
tendendo a maior rigidez. Ja para XGS, o fans ficou menor que 1 em grande parte da
frequéncia varrida, predominando o comportamento elastico, sendo este dado,

compativel com aqueles observados na reologia estacionaria. Contudo, apds 100% de
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deformacéo o carater muda para o comportamento predominante fluidico, alcangando
maiores valores de tand, compativel com quebra de interagdes moleculares e da

estrutura.

Os dados sugerem que em baixas taxas de deformagéao (até proximo de 10%) ou
em elevadas taxas de deformacéo (acima de 100%), a solugdo de XGM tenha elevada
rigidez, demonstrando potencial efeito espessante em condi¢cdes de processamento de

baixo (< 10%) e alto (> 100%) cisalhamento.

Figura 41 — A) Médulos G’ (armazenamento) e G” (perda) em fungao da amplitude de deformacéao
(y %) para as XG's. B) Fator de amortecimento (tand) das XGsem funcao da amplitude
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

Experimentos com varredura de frequéncia angular (o) entre 1 e 100 rad/s, com
amplitude fixa em y % = 50% foram realizados para as mesmas amostras, com o objetivo
de obter graficos de mddulos elastico (G’) e viscoso (G”) em fungao da frequéncia angular
de cisalhamento (Figura 42A). A importancia de tais experimentos reside no fato de que,
de um modo geral, ele investiga o comportamento de cisalhamento dependente do
tempo, uma vez que a frequéncia € o valor inverso do tempo (t = 1/®). Assim, os dados

em funcao da frequéncia tém intima relagdo com os tempos de relaxacdo das cadeias
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poliméricas, as quais sao os entes responsaveis por armazenar ou dissipar energia numa
solugao polimérica (STADLER & MAHMOUDI, 2011).

Verifica-se que para todas as gomas, os valores dos médulos G’ e G” aumentam
com o aumento da frequéncia, sugerindo estruturagdo molecular com o aumento desta
variavel. Este comportamento € comumente encontrado em solugdes poliméricas de
concentragdo relativamente baixa (Martin-Alfonso et al., 2018), e explicado pelo fato de
que em elevadas frequéncias, movimentos moleculares de curta duracdo geram
acoplamentos macromoleculares que resultam em uma estruturagao do liquido como um
todo. Em baixas frequéncias, o movimento browniano molecular compete com o

movimento imposto pelo cisalhamento, dificultando tais acoplamentos.

Nas condigdes apresentadas, a amostra XGS apresenta comportamento de gel
critico, com G’ = G”, no limite da transicdo de gel para sol, onde as interagbes
tridimensionais em rede estdo no limite da ruptura. As demais amostras exibiram

comportamento de liquido viscoelastico, com G” > G’.

Em ordem crescente, os valores dos modulos elasticos ficaram com G'xas > G'xem
> G’xasac > G'xasL, no caso da XGM, as curvas chegam a se tocar em o = 20 rad/s, onde

deve ocorrer transigdo de sol para gel, com estruturacdo das cadeias.

Na Figura 42B, s&o apresentados os valores de fand em fungédo da frequéncia
angular. Observa-se que para XGS os valores do fator de amortecimento (tand) foram
proximos de e em alguns pontos, menor que 1, em quase toda a faixa varrida
(comportamento predominantemente elastico), mas com baixa dependéncia com a
frequéncia. Esse dado mostra que o fluido é relativamente inerte ao cisalhamento, dentro

da faixa varrida.

Por outro lado, as xantanas XGM, XGSac e XGSL apresentaram elevada fluidez
até préoximo de 15 rad/s, quando passam a se comportar de maneira similar a xantana
padrao sigma (XGS) com valores de tand proximos de 1, demonstrando aumento da

rigidez com o aumento da frequéncia de cisalhamento. Tal comportamento é atribuido a
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alteragdes conformacionais induzidas pelo cisalhamento oscilatorio, conforme ja descrito
acima, o qual faz com que as moléculas armazenem energia e se mantenham em uma
conformacgao preferencial com acoplamentos macromoleculares. Tal comportamento
reforca a hipétese de que o material XGM tenha elevado potencial espessante,
especialmente em elevadas frequéncias de cisalhamento, o que é comumente
encontrado em equipamentos que promovem agitagdo de forma ciclica, como agitadores

oscilantes.

Figura 42 - A) Médulos G’ (armazenamento) e G” (perda) em funcao da frequencia angular (w)
para XGM e XGSac. B) Fator de amortecimento (tand) das XGsem fungéo da frequéncia
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

Novamente reforgo que essas diferengas no comportamento reolégico das
gomas, estdo relacionadas com as concentragbes de sais e possiveis diferengas

estruturais, devido as diferentes condi¢gbes do processamento e cepa bacteriana.
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6.1.10 Osmolalidade de ponto de congelamento

A osmolalidade é definida como o numero de moléculas de soluto que estdo
dissolvidas em 1 kg de solvente e seu valor esta relacionado ao numero total de
particulas que estdo em solugdo e com volume do solvente no sistema (MUSARA &
POTE, 2014).

A medida da osmolalidade € conhecida como osmometria que € uma técnica
essencial na medicao de propriedades fisico-quimicas de solugdes, como osmolalidade,
pressdo osmoética e estimativa de solventes quimicos (KIYOSAWA, 2003; KISS et al.,
2004). Os métodos usuais da osmometria sdo baseados na medigdo do ponto de
congelamento, pressao de vapor e pressao osmotica que sao propriedades coligativas

de solucgdes.

A osmometria de ponto de congelamento (FPO) é baseada no principio de que
cada mol de soluto dissolvido diminuira o ponto de congelamento de um liquido em 1,86
Kelvin por 1 mol de composto idealmente dissolvido em um litro de agua (KNAUER,
2022).

O processo de medigdo € mostrado na Figura 43 e pode ser resumidamente
descrito como resfriamento inicial da amostra, seguida de super resfriamento abaixo de
0 °C com a amostra ainda liquida. Em determinada temperatura o congelamento se inicia
pela rotacdo de um fio agitador com formacgao de cristais de gelo, que liberam energia
térmica, causando um aumento de temperatura da amostra. Ocorre o equilibrio onde o
congelamento e derretimento de cristais sdo balanceados e nesse ponto a temperatura
da amostra é constante. O plateau gerado marca a temperatura real em que amostra foi
congelada. Todo processo de medi¢cao de temperatura é feito por um termistor de alta
precisdo. Sao técnicas amplamente utilizadas na determinacgéo laboratorial clinico em
amostras de urina e soro, no controle de qualidade de preparagdes da industria

farmacéutica, no monitoramento de processo da industria quimica e analises e controle
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de qualidade de leite, isotonicos e cerveja na industria de alimentos (GRATTONI et al.,
2008).

Figura 43 - Osmbmetro de ponto de congelamento (FPO) e grafico com processo de
congelamento
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Fonte: Knauer, (2022).

Os osmbmetros, equipamentos que medem a osmolalidade, disponiveis
comercialmente, contam com medicbes de pressdo de vapor (VPO) e ponto de
congelamento (FPO). Sdo equipamentos facies de operar, que proporcionam resultados
rapidos, utilizando um volume minimo de amostra. A aplicabilidade do FPO ¢ limitada
pela solubilidade de solutos, diminuindo exponencialmente com sua temperatura. Dessa
forma, o soluto pode precipitar em decrescentes temperaturas. E indicado para solucdes
aquosas de baixa viscosidade e amostras sem particulas em suspensado (GUERRERO
et al., 2017).

A Figura 44 apresenta os valores de osmolalidade em fungdo da concentragao
das XGs. Observa-se que para todas XGs a osmolalidade aumentou com o aumento da
concentragéo. Entre 0,5 g/L e 1,0 g/L a XGM e XGSac apresentou osmololidade proxima
a XGS, indicando que o numero de moléculas é praticamente igual. Acima de 1,10 g/L o

numero de moléculas da XGS aumenta e volta a cair em 1,75 g/L ao se comparar com
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XGM. Na concentragédo de 2,0 g/L é visivel que o numero de moléculas € maior em
XGSac > XGM > XGS > XGSL. Sugere-se que essas diferencas podem estar
relacionadas com a estrutura da goma, tipo de fonte de carbono, condigdes do
processamento e cepa bacteriana. Apesar das diferengcas encontradas nas medidas de

osmolaridade, a similaridade das curvas condiz com a similaridade de comportamento
das amostras.

Figura 44 - Osmolalidade em funcdo da concentragao das XGs.
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6.2 Complexo Sulfadiazina de sé6dio/Goma xantana produzida com residuo

Considerando o sucesso na biossintese de goma xantana a partir de residuo de
malte, citado acima, tivemos um segundo objetivo de obter um sistema de liberacéo

controlada a partir do farmaco sulfadiazina de sodio.

Nesse sentido, foram realizadas caracterizagbes fisico-quimicas no intuito de
compreender suas interacdes intemoleculares, bem como avaliar o perfil antimicrobiano

do complexo.

No estado sdlido, o complexo SDZ-Na/XGM foi caracterizado por FTIR, analises
térmicas (TGA e DTA), comparando os resultados com aqueles obtidos para a XGM,
SDZ-Na e a mistura mecanica SDZ-Na+XGM. A atividade antimicrobiana dos complexos

também foi avaliada.

Em solugéo/suspenséo, a formagao do complexo foi caracterizada por medidas de
potencial zeta, calorimetria de titulagdo isotérmica (para determinar os parametros

termodinamicos) e titulag&o viscosimétrica.

A atividade antimicrobiana dos complexos também foi avaliada contra os
microrganismos S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e Salmonella, por meio de estudos

cinéticos de crescimento.

6.2.1 Espectroscopia vibracional na regidao do infravermelho com transformada

de Fourier

A FTIR foi utilizada para identificar, por comparacdo, as novas interagdes

intermoleculares entre SDZ-Na e XGM que podem alterar a distribuicdo eletrénica dos
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nucleos ao serem incorporadas, gerando uma intensificagdo ou diminuigdo do
movimento vibratorio de grupos funcionais que s&o refletidas no espectro como
deslocamento, aumento ou redugao da intensidade de bandas. Assim, é possivel definir

sua composi¢cao e estrutura quimica, detectando suas semelhangas ou diferengas

(SUAREZ et al., 2014).

A Figura 45 apresenta o espectro da SDZ-Na com seus principais grupos funcionais

e respectivos numeros de onda.

Figura 45 - Espectro FTIR da SDZ-Na correlacionando com seus principais grupos funcionais
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Fonte: O autor (2022).

O espectro da SDZ-Na exibiu quatro bandas caracteristicas. A primeira em 3413
e 3290 cm™' atribuida a deformacéo axial dos grupos da ligagdo N-H da amina primaria.

A segunda em 1625-1430 representando anéis aromaticos e atribuidas a deformagao
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axial de C=C, sobreponto a terceira banda 1605-1504 atribuidas a deformacao axial de
C=N do anel nitrogenado. A quarta banda caracteristica esta entre 1370-1325 e 1170-
1155 cm™ atribuidas a deformacéo axial simétrica e assimétrica do S=O (BOATENG ET
AL., 2015; SHAO ET AL., 2015; DING ET AL., 2021). A Figura 46 apresenta os espectros

de FTIR da SDZ-Na, XGM, MM e complexo SDZ-Na/XGM na regiao de 4000 a 400 cm"
1

Figura 46 - Espectro na regido do infravermelho da Sulfadiazina de sédio (SDZ-Na), XGM
(goma xantana bagaco de malte), mistura mecanica (SDZ-Na+XGM) e complexo (SDZ-
Na/XGM)
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Fonte: O autor (2021).

O espectro de MM mostrou que ndo ocorreram mudangas signifivativas nas

posi¢des das principais bandas observadas para XGM e SDZ-Na. O perfil observado é
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justificavel pela sobreposicdo das bandas oriundas de XGM e SDZ-Na. Pequenas
alteragdes de bandas encontradas podem ser justificadas pela presséo exercida no
momento de formacgéao da pastilha para analise no equipamento. A MM demostrou que o
produto obtido apresenta caracteristicas fisico-quimicas diferentes do que apenas uma
mistura de dois componentes isolados, sendo necessario um tempo de contato entre as
espécies em solucdo, para que a interagcéo ocorra.

As principais bandas nos espectros das amostras sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Principais bandas observadas na regido do infravermelho para SDZ-Na, XGM, MM e
complexo SDZ-Na/XGM

Composto v(N-H)  v(C-H)  v(0O-H) v(C=0) v(C=C) v(C=N) v(S=0) v(C-0)
XGM - 2931 3409 1418 - - - 1072
SDZ-Na 3413; - - - 1625 - 1603 - 1375 - -
3290 1430 1504 1335;
1175 -
1155
MM 3420; - - - 1622 - 1602 - 1360 — -
3354 1432 1503 1334;
1163 -
1137
Complexo 3422; - - -- 1623 - 1601 - 1361 — -
SDZ-Na:XGM 3358 1426 1499 1334;
) 1158 -
1129

Fonte: O autor (2022).

O espectro do complexo SDZ-Na/XGM é possivel observar que houve
modificagdes do perfil das bandas como desaparecimento, fusdo, deslocamento e
intensificagcdo, mudando o perfil do espectro. Dentre algumas, destacam-se:
desaparecimento da banda em 3204 cm' (referente grupos da ligagdo N-H)
provavelmente devido a formagdo de um novo padrdao de ligagbes de hidrogénio;
desaparecimento da banda em 1228 cm' sugerindo confinamento de ligagdes C-N na
XGM; deslocamento da banda em 1163 cm™ para 1154 cm™ atribuido a vibragdo da
ligagdo S=0; desaparecimento da banda a 850 cm™' atribuido a vibragéo de ligagdo C-H
do anel aromatico. Essas mudangas sugerem que houve formagédo do complexo no
estado solido e a estrutura da XGM ao se ligar a SDZ-Na, foi preservada, mantendo a
estabilidade do complexo. As principais modificacdes e atribuicdes das bandas do

complexo SDZ-Na/XGM estédo apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6 — Principais modificagoes observadas no FTIR para o complexo SDZ-Na/XGM

Complexo SDZ-Na/XGM Modificacao Atribuicao
(em™)
1550 Deslocamento para 1543 cm™ Deformacéo axial de C=C
1293 Desaparecimento Vibracao da ligacdo C-N
1229 Desaparecimento Vibragéo da ligagdo C-N
1154 Deslocamento para 1163 cm” Vibracao da ligagao S=0
943 Intensificacao Deformacéao angular de C=0

de ac. carboxilicos

850 Desaparecimento Vibracao de ligacdo C-H do
anel aromatico
747 Desaparecimento Deformacéao angular grupo
etila

Fonte: O autor (2022).

6.2.2 Anadlises térmicas (curvas TGA e DTA)

As analises TGA e DTA foram utilizadas para carcterizar o perfil térmico em
comparac&o com a mistura mecanica e os componentes puros. E possivel determinar a
pureza, avaliar a estabilidade, as transi¢des de fase (evaporagao, fusdo e sublimagéao) e
ainda eventos como decomposic¢do, desidratagdo, oxidagéo ou redugao (DELRIVO et al.,
2012; MOREIRA, 2018). Sao técnicas muito utilizadas em estudos de compatibilidade
entre formulagdes farmacéuticas (OLIVEIRA et al., 2011). A TGA fornece informacgdes
sobre a variacdo de massa em funcio da temperatura e a DTA fornece o fluxo de calor
resultante da diferenca de temperetura entre a referéncia e a amostra, deternimando

eventos endotérmicos e exotérmicos (IONASHIRO, 2005).
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A Figura 47 A e B apresentam as curvas de TGA e DTA da SDZ-Na, XGM, MM e
complexo SDZ-Na. Na Tabela 7 estdo os eventos com as porcentagens de perda de

massa e temperaturas.

Figura 47 — A) Curvas de TGA da SDZ-Na, XGM, MM e complexo SDZ-Na/XGM. B) Curvas de
DTA da SDZ-Na, XGM, MM e complexo SDZ-Na/XGM
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Fonte: O autor (2022)

126



Tabela 7 - Eventos térmicos atribuidos a SDZ-Na, complexo SDZ-Na:XGM, MM e XGM

Material 1° Perda de Temp. 2° Perda de Temp. 3° Perda de Temp. 4° Perdade Temp.
massa (%) e (°C) massa (%) e (°C) massa (%) e (°C) massa (%) e (°C)
atribuicao atribuicao atribuicao atribuicao
SDZ-Na 3 35-378 30 378-530 41 530-720 26 >720
Desidratacao Decomposicao Decomposicao Estabilidade
XGM 12 35-195 25 195-450 18 450-785 32 >785
Desidratagéo Decomposicao Decomposicéo Carbonizagéo
MM 10 35-260 21 260-482 39 482-815 30 >815
Desidratacao Decomposicao Decomposicao Carbonizacao
Complexo 10 35-254 22 270-486 30 486-753 38 >753
SDZ- . ~ - - .
Na/XGM Desidratacéo Decomposicao Decomposicéo Carbonizagao

Fonte: O autor (2022).
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A curva de TGA da SDZ-Na apresenta uma estabilidade térmica de 35° a 378 °C.
Uma pequena primeira perda de massa de 3 % ¢€ atribuida a desidratagcao de moléculas
de agua adsorvidas. A segunda perda de massa de 30 % ocorre entre 378 a 530 °C e a
terceira perda de massa de 40 % ocorreu entre 530 a 720 °C. Ambas foram atribuidas a
decomposicdo. Apos 720 °C houve estabilidade que pode estar relacionada a material
inorganico. Um evento endotérmico a 405 °C observado na curva de DTA, pode ser
atribuido a fusdo, seguido de decomposigéo. Os picos exotérmicos em 422 °C e 667 °C

estao associados a decomposicao da molécula.

A curva de TGA da XGM relatada anteriormente, mostra eventos com 4 perdas de
massa atribuidos a desidratacdo (até 195 °C), decomposicdo (até 785 °C) e

carbonizagao (> 785 °C).

A curva de TGA da MM mostra semelhanga com a curva XGM, porém, com menor
perda de massa até 482 °C, que provavelmente pode estar relacionado a presencga de
materia inorganica (sais) em ambas amostras. A primeira perda de massa de 10%
ocorreu entre 35 ° a 260 °C, a segunda perda de 22 % entre 260 ° e 462 °C, a terceira
de 38 % entre 462 ° a 815 °C, todas atribuidas a decomposi¢ao de moléculas da mistura.
Acima de 630 °C houve uma estabilizagdo, e a carbonizagao ocorreu apos 815 °C com
perda de massa de 30 %. Na curva de DTA observa-se um pico exotérmico em 545 °C
corroborando com os dados da TGA da XGM em que houve estabilidade térmica. Ao
comparar com a curva de TGA do complexo é possivel ver que essa estabilidade ocorre
entre 600 ° e 766 °C, ja no complexo isso ndo aconteceu. Em ambos, esse evento &
atribuido a decomposicdo da amostra indicando que ndo houve interacdo da mistura

mecanica de cada componente.

Assim como a MM, a curva de TGA do complexo SDZ-Na/XGM apresentou 4
perdas de massa. A primeira perda foi de 10 % entre 35 ° a 254 °C atribuida a
desitratagéo, a segunda de 22 % entre 254 ° a 486 °C e a terceira de 30 % entre 486 °C

a 753 °C atribuidas a decomposi¢ao de suas moléculas e uma quarta de 38 % cima de
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753 °C atribuida a carbonizagao. O pico exotérmico em 545 °C observado na curva de
DTA desse complexo coincide com o pico endotérmico da XGM e com pico exotérmico
da MM, sendo atribuido a estabilidade da XGM e decomposi¢do da MM e complexo SDZ-
Na/XGM.

E possivel sugerir que houve interacdo entre XGM e SDZ-Na que possam ser
causadas por interagdes eletrostaticas e por isso apresentam caracteriticas térmicas

diferentes dos seus precursores.

6.2.3 Calorimetria de titulagao isotérmica

A calorimetria de titulacédo isotérmica foi utilizada para investigar as interagdes
moleculares entre SDZ-Na e XGM. Essa analise foi importante para caracterizacdo dos
compostos formandos, permitindo a determinagdo da energia livre de Gibbs (AG°),
estequiometria de complexacao (N), variacao de entalpia (AH°) e entropia (TAS®) e
constante de associagéo (K) nos fornecendo um perfil termodindmico completo da
interacdo molecular (SELVA et al, 2010, SUAREZ et al., 2014). Com a formagéo do
complexo ocorre liberagdo de calor (comportamento exotérmico) e a cada injegao de
SDZ-Na (titulante), a quantidade de moléculas de XGM (titulado) diminui ao longo da

titulagdo, formando menos compostos e liberando menos calor.

Na Figura 48 A, B e C esta representada a curva de titulagdo de SDZ-Na 60 mmol
em XGM 2,0 g/L. Uma titulagao com o branco foi executada (Figura 48 A) e subtraido do
ensaio (Figura 48 B) visando excluir efeitos de interagao soluto-soluto, soluto-solvente e
solvente-solvente e avaliar somente a interacdo SDZ-Na/XGM. Considerando o perfil
complexo da curva, ela foi decomposta para fazer o ajuste ndo linear nas duas regioes
mostradas na (Figura 48C). Os valores termodinamicos da interacao estao apresentados

na Tabela 7.
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Figura 48 - ITC da SDZ-Na (60 mmol em H20O) em solugdo de XGM (2,0 g/L) a 25 °C
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Fonte: O autor (2022).
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Tabela 8 — ParAmetros termodinamicos de interacdo entre SDZ-NA e XGM a 25 °C

Complexo N K AG° AH° TAS°
(J/mol) (J/mol) (J/mol)
Sitio 1
SDZ-Na 0,17 £ 0,01 4,64x103£ 371 -20.927 -1.136 £ 18,7 19.791
Sitio 2
SDZ-Na 2,66 + 0,209 6371120 -16.005 232+ 6,5 16.328

Fonte: O autor (2022).

A titulagdo mostrou que houve 2 regimes de interagdo onde a estequiometria do
complexo formado foi de 0,17:1 (0,17 mmol SDZ-Na para cada 1 g de XGM, sendo o
valor Nde 0,17 £ 0,01 no primeiro regime de interagao e 2,66:1 (2,66 mmol SDZ-Na para
cada 1 g de XGM) com valor N de 2,66 + 0,209 no segundo regime de interagao.

No primeiro, os dados termodinamicos forneceram informagdes de que o processo
de complexagao espontaneo (AG° < 0), é exotérmico (AH° < 0) e direcionado por entropia
(TAS® > 0), apresentando por isso maior constante K de afinidade (4,64 x 103 + 371),
refletindo em interacées mais fortes e que geralmente, possuem maior valor de (AG°)
(BOUCHEMAL, 2012). Processos exotérmicos indicam a formacao de ligacdes estaveis
entre a SDZ-Na e XGM sendo encontrado o valor negativo de entalpia (4H° = -1.136 *
18,7). O alto valor de entropia (TA4S° = 19.791) leva a uma desordem que pode ser
explicada pela dessolvatacdo de moléculas com consequente liberagdo de moléculas de
agua para o meio que ganham graus de liberdade rotacionais e translacionais
responsaveis pelo estado final de desordem ser maior que o estado inicial, garantindo

assim a espontaneidade da interacao (SELVA et al, 2010).

No segundo, a SDZ-Na ligada dificulta a entrada de moléculas, mostrando pelos
dados termodinamicos que o processo de complexagao é espontaneo ( AG° < 0),
endotérmico (AH° = 232 £ 6,5), direcionado por entropia (TAS° = 16.328) e apresentando
menor constante de afinidade K = 637+120 do que no primeiro regime de interagdo. Os

dados termodinamicos da segunda complexagéo sugerem que a afinidade da SDZ pelas
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moléculas de xantana seja principalmente direcionada por segregagao da molécula do
meio aquoso para a superficie das macromoléculas, gerando dessolvatagédo de ions e

moléculas de agua, que ganham liberdade rotacional e translacional.

6.2.3.1 Interagao SDZ-Na/XGM por reologia estacionaria

A formagao do complexo SDZ-Na/XGM também foi monitorada por titulagao
viscosimétrica, injetando 63 pL de solugao de SDZ-Na a 60 mmol (41 titulagbes manuais
de 6,3 yL) em 1,5 mL de solugdo de XGM a 2,0 g/L a 25 °C e taxa de cisalhamento de
100 s™.

Conforme Figura 49, é possivel observar que a viscosidade aumenta até 0,012
Pa.s a uma concentragdo de 0,21 mmol/g, sendo esse valor proximo ao determinado
pelo ITC (0,17 mmol/g). Depois disso a viscosidade diminui constantemente com uma
pequena inflexdo a 3,11 mmol/g. No inicio as moléculas de XGM estéo livres e estao
envoltas por moléculas de agua, formando assim ligagdes de hidrogénio ou interagdes
ion-agua e outras moléculas, resultando em formacao de rede de interagdes, explicando
0s maiores valores de viscosidade. Com a adi¢gao de SDZ-Na, ocorre interagdes com a
macromolécula, provavelmente por ligagdes de hidrogénio, ocorre a quebra de rede e
formagao de precipitado que altera a estrutura do fluido que antes era uma rede continua
e passa a ser uma solugcdo formada por agregados discretos, fazendo com que a

viscosidade caia constantemente com a adigdo de SDZ-Na.
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Figura 49 - Curva de titulagéo viscosimétrica de 60,0 mmol de SDZ-Na em 2,0 g/L de XGM a 25
°C e taxa de cisalhamento a 100 s™
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6.2.3.2 Interagcao SDZ-Na/XGM por titulagcao condutimétrica
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Na Figura 50 estdo apresentados os valores de condutividade em fungdo da

concentragdo de SDZ-Na/XGM (mmol/g). Como observado, a condutividade aumenta

em fungdo do aumento da concentragdo porque a SDZ-Na é um eletrdlito (ZHANG &

LIU, 2011). Contudo, €& possivel observar que a resposta nédo foi linear, com a

condutividade aumentando com diferentes taxas. Nas concentragcdes em 1,59 e 3,33

mmol/g observa-se inflexdes, associadas as estequiometrias descritas anteriormente
(BHATTARAI et al., 2017; KARAYIL et al., 2016).
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Figura 50 - Curva de condutividade de 60 mmol de SDZ-Na em 2,0 g/L de XGM a 25°C
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Fonte: O autor (2022).

SDZ-Na 60.0 mmol em XGM 2.0 g/L |

|
[ 1SDZ-Na]/C,q, = 159 mmolig | | T T
it

1
T
TT
Tl =
TT T T -JI: T T - | [SDZ-NaJ/C,,, = 3.33 mmol/g
11

"
TTJ_J-J'l J.J'J'
f—

[SDZ-Na)/C,, = 0.25 mmol/g |

0 ' 2 ' 4 ' 6
[SDZ-Na]/ C,,, / (molig)

134



6.2.4 Ensaios antimicrobianos

6.2.4.1 Determinacao da concentragao inibitéria minima (CIM)

Ap0s a caracterizagao do complexo SDZ-Na/XGM, foram realizados experimentos
bioldgicos. Inicialmente, foi efetuado experimento visando a determinagédo da CIM, ou
seja, a menor concentracdo do farmaco que fosse capaz de inibir o crescimento
microbiano apds incubagédo por 24 h. O procedimento foi realizado com objetivo de
avaliar se a capacidade do farmaco e complexo formado, inibisse o crescimento de S.
aureus (Gram positivo), E. coli., P. aeruginosa e Salmonella (Gram negativo). Foi
observado que para todos os microrganismos testados, tanto para o farmaco puro quanto
para o complexo e somente XGM, ndo houve CIM em nenhuma faixa de concentragéo
aplicada. O controle negativo ndo apresentou atividade microbiana para nenhuma das

linhagens testadas.

Na literatura existem varios trabalhos referente a determinagao de concentragao
minima inibitoria de Sulfadiazina de Prata (SDZ-Ag) associada a outros farmacos frente
a microrganismos de referéncia (Davolli et al., 2018; Zhang et al., 2020; Ekstrand et al,
2022). Em relacdo a Sulfadiazina de sodio, Zhou et al. (2019) mostraram que em
associagdo com perimetamina trata casos ndo congénitos causados por Toxoplasma
Gonddii. Da Silva et al. (2021) avaliou a atividade antimicrobiana e fisico-quimica

associada a ciclodextrinas frente a varios microrganismos.

O fato de ndo mostrar CIM detectavel por microdiluicdo, nao significa que o
farmaco (SDZ-NA), o complexo (SDZ-Na/XGM) e a XGM, ndo possam ser ativos contra
0s microrganismos testados. Na Figura 51 é possivel observar que houve redugéo do
crescimento microbiano para cepa de P. aeruginosa, em concentragdes acima de 1500
Mg/mL. A cepa foi mais sensivel para SDZ-Na e complexo SDZ-Na/XGM, inibindo

respectivamente 48 % e 52 % da atividade microbiana em concentragcées acima de 6000
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pg/mL. Enquanto que somente a XGM, n&do houve inibicdo em toda faixa de
concentracio testada.

Figura 51 - Crescimento microbiano de P.aeruginosa frente SDZ-Na, SDZ-Na/XGM e XGM
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Fonte: O autor (2022).

A Figura 52 mostra redugéo do crescimento microbiano para cepa de Salmonella,
em concentragdes acima de 1000 pg/mL. A cepa foi mais sensivel para SDZ-Na e
complexo SDZ-Na/XGM, inibindo respectivamente 28 % e 32 % da atividade microbiana
em concentracbes acima de 6000 ug/mL. Fato curioso ocorreu com a XGM em
concentragbes acima de 6000 pg/mL, inibindo em torno de 11% o crescimento
microbiano desse microrganismo. Isso pode estar relacionado a sua capacidade de
formar gel, tornado 0 meio mais viscoso e dificultando o acesso de nutrientes para o

crescimento microbiano.
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Figura 52 - Crescimento microbiano de Salmonella frente SDZ-Na, SDZ-Na/XGM e XGM
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Fonte: O autor (2022).

A Figura 53 mostra redugao do crescimento microbiano para cepa de E.coli, em
concentragdes acima de 3000 ug/mL. A cepa foi mais sensivel para SDZ-Na e complexo
SDZ-Na/XGM, inibindo respectivamente 35 % e 44 % da atividade microbiana em
concentragdes acima de 6000 pg/mL. Da mesma forma que ocorreu para a cepa de
Salmonella, aqui, a XGM em concentragdes acima de 6000 pg/mL, inibiu 44 % do

crescimento microbiano igualando ao complexo SDZ-Na/XGM.
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Figura 53 - Crescimento microbiano de E.coli frente SDZ-Na, SDZ-Na/XGM e XGM
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Fonte: O autor (2022).

A Figura 54 mostra redug&o do crescimento microbiano para cepa de S.aureus,
em concentragdes acima de 60 pg/mL. Houve oscilagdo na inibicdo de crescimento
desse microrganismo frente a XGM e complexo SDZ-Na/XGM até concentragao de 3500
Mg/mL. Acima dessa concentragdo, o microrganismo voltou a desenvolver chegando ao
ponto de ndo haver inibicdo em concentragdes acima de 6000 pg/mL. Outro fato curioso,
€ que somente a SDZ-Na, n&o foi capaz de inibir o crescimento microbiano em toda faixa

de concentracao testada.
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Figura 54 - Crescimento microbiano de S. aureus frente SDZ-Na, SDZ-Na/XGM e XGM
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Fonte: O autor (2022).

6.2.4.2 Investigacao da cinética de crescimento

Diante dos dados apresentados, apesar de nao ter sido possivel a determinagao
do CIM, foi possivel observar que o complexo SDZ-Na/XGM apresentou maior
capacidade inibitéria, j4 que as curvas de crescimento em fungdo da concentragao

mostraram que o0s microrganismos tém menor desenvolvimento na presenga do

complexo.

Para melhor entendimento do processo de crescimento dos microrganismos,
foram realizados estudos cinéticos na presenca do complexo, SDZ-Na e XGM, medindo
a absorbancia em relagdo ao tempo de incubagao, durante 24 h. Nos experimentos, foi

utilizada a concentracéo fixa de 3276 ug/mL para todos os ensaios.
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As curvas de crescimento foram modeladas por regresséo nao linear, utilizando a
Equacao 1 INSERIR A EQUACAO descrita acima no programa Microcal Origin® 9.0, com

modelo cinético de primeira ordem “N&o Estruturado Logistico”.

A Tabela 9 mostra os valores dos ajustes obtidos pelo modelo logistico utilizando

regressao nao linear utilizando o software Microcal Origin 9.0.

Conforme valores da Tabela 9, as variaveis A e kx, para o complexo (SDZ-
Na/XGM) possuem os menores valores em relagdo aos outros compostos. Considerando
que essas variaveis estido diretamente relacionadas com a inibicdo e velocidade de
crescimento do microrganismo, respectivamente, o complexo demostrou que a
capacidade de tornar o meio mais viscoso e com possibilidade de formar gel, pode
retardar o crescimento do microrganismo por dificultar o acesso a nutrientes necessarios
para seu desenvolvimento. Apesar de nao ter sido encontrado a CIM para os compostos,
€ nitido que o complexo SDZ-Na/XGM seja capaz de desacelerar o crescimento dos

microrganismos, além de reduzir a carga bacteriana.
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Tabela 9 - Variaveis cinéticas determinadas por modelo logistico da SDZ-Na, SDZ-Na/XGM e
XGM contra S.aureus, P.aeruginosa, E.coli e Salmonella

Microrganismo Composto A b Kx
S.aureus SDZ-Na 0,183 9,229 0,280
Complexo 0,119 4,458 0,259
XGM 0,208 5,856 0,350
P.aeruginosa SDZ-Na 0,323 23,215 0,293
Complexo 0,291 18,470 0,262
XGM 0,422 13,397 0,265
E.coli SDZ-Na 0,387 10,712 0,293
Complexo 0,353 7,224 0,266
XGM 0,415 3,143 0,358
Salmonella SDZ-Na 0,540 4,682 0,200
Complexo 0,447 4,267 0,189
XGM 0,533 5,855 0,204

Fonte: O autor (2022).

Nas Figuras 55 A,B,C e D observam-se que o complexo (SDZ-Na/XGM) foi o que
mais inibiu o crescimento de S.aureus, P.aeruginosa e Salmonella em relagdo ao
farmaco puro (SDZ-Na) e a XGM. Em relacéo a E.coli, a maior inibigdo ocorreu com o

farmaco (SDZ-Na), seguido do complexo.
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Figura 55 - Cinética de inibicao de crescimento de frente SDZ-Na, complexo e XGM, ambos na concentragédo de 3276 pg/mL. A) S.
aureus B) P. aeruginosa C) Salmonella D) E.coli.
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7 CONCLUSOES

cervejaria= A composicao centesimal do bagago de malte hidrolisado mostrou que os
teores de carboidratos, proteinas, lipidios e cinzas encontrados, foram suficientes para
o crescimento celular e produgdo da goma. Dessa forma, a relagdo C:N de 10,3:1 foi
viavel para producdo de XGM e XGSac utilizando a cepa X.campestris IBSBF 629
permitindo inferir que o bagago de malte é um substrato adequado, principalmente por
ser de baixo custo e por ndo necessitar de suplementos adicionais durante o processo

fermentativo, que pode ser utilizado para produ¢cdo de gomas xantanas.

Os dados obtidos atravées de FTIR confirmaram que a XGM apresentou
similaridade com os mesmos grupamentos quimicos da XGS e que a cepa X. campestris
IBSBF 629 pode ser utilizada para produgédo de XGs, com reprodutividade do processo,

a partir de fontes de carbono alternativas.

As analises térmicas mostraram que gomas XGM e XGSac apresentaram maior
estabilidade térmica quando comparadas com XGSL e XGS. Sugere-se que essa
diferenca esta associada a etapa de recuperagao por precipitagdo, que pode levar a
incorporagdo de diferentes quantidades de cations ou a mudangas estruturais

provocadas por diferentes fontes de carbono.

Os valores de potencial zeta, sugerem boa estabilidade coloidal a baixas
concentragbes e que em concentragcdes elevadas, interacbes nido ibnicas passam a

dominar, ja que o potencial zeta tendeu para zero para todas as amostras.

A reologia estacionaria mostrou que a XGM, XGSac, XGSL e XGS comportam-se
como fluidos pseudoplasticos, uma vez que a viscosidade diminuiu com aumento da taxa
de cisalhamento que é caracteristico de solugdes poliméricas de polissacarideos

microbianos. Ao fixar uma taxa, a viscosidade da XGM, foi praticamente a mesma da
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XGSac, mostrando que o bagaco de malte apresenta mesma capacidade espessante e
confirmando seu potencial biotecnologico para fabricagdo de gomas, com redugdo nos

custos de producao e impacto ambiental.

A reologia oscilatéria dos médulos G’ e G” em fungéo da varredura de amplitude
de deformagdo, mostrou que todas as gomas apresentaram formagdo de rede
viscoelastica com interagdes entre as estruturas com ramificagdes suficientes para o
entrelagcamento molecular e rigidez ao fluido, com mddulos G” > G’ predominando o
carater viscoso (fluidico). Também apresentaram uma faixa linear onde foi possivel a
determinacdo da LVE, sugerindo que acima dessas amplitudes de deformagéo, as

gomas se desestruturam até serem totalmente escoadas.

Os valores do fator de amortecimento (tand) também em fungcédo da amplitude de
deformacdo para XGM, XGSac e XGSL, foram maiores que 1, confirmando o
comportamento viscoso (fluidico) até 100% de deformacgéo, depois o comportamento fica
elastico, ou seja, mais rigido. A XGM demostrou maior rigidez entre elas, por apresentar
menores valores na faixa de 0 a 10% de deformagdo. Assim, a XGM demostrou ter

potencial efeito espessante em baixo e alto cisalhamento.

A reologia oscilatoria dos modulos G' e G” em fungdo da frequéncia angular
mostrou que os valores dos modulos de todas as gomas, aumentaram com a frequéncia,
indicando formacdo de rede tridimensional demostrando a natureza viscoelastica e
predominancia do carater fluidico (G” > G’) sendo valores em mddulos XGS > XGM >
XGSac > XGSL.

Os valores de fator de amortecimento (tand) em fungcédo da frequéncia angular
mostraram que para XGS, o fand > 1 em quase toda a faixa varrida e com baixa
dependéncia da frequéncia e comprovaram que esse fluido é relativamente inerte ao
cisalhamento, dentro da faixa varrida. Dessa forma, reforcam a hipotese de que a XGM
tenha elevado potencial espessante, especialmente em elevadas frequéncias de

cisalhamento, o que é feito normalmente em agitadores industriais.
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Com os resultados obtidos na caracterizagdo do complexo SDZ-Na/XGM
estabeleceram-se novas interacdes, tanto em solugédo quanto no estado sélido. Os espectros
de absorg¢édo na regido do infravermelho demonstraram diferencgas significativas dos padrdes
de bandas do complexo, quando comparados as substancias puras. O aumento da
estabilidade térmica do complexo no SDZ-Na/XGM foi percebido nas analises de TGA e
DTA.

N&o foi detectavel CIM por microdiluigdo nos microrganismos testados, mas nao
significa que o farmaco, o complexo SDZ-Na/XGM e a XGM, n&o possam ser ativos.
Houve uma redugao aproximada de 50% do crescimento microbiano quando utilizando
o complexo SDZ-Na/XGM.
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