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RESUMO 

 
Xantanas são polissacarídeos ramificados, de alta massa molar (> 106 Da), 
constituídos de glicose, manose e ácido glucurônico. Elas são obtidas pela 
fermentação de Xanthomonas campestris, geralmente consideradas seguras e 
aprovadas para uso em indústrias alimentícias e farmacêuticas, como espessantes. 
O presente trabalho teve como objetivo caracterizar, do ponto de vista estrutural, 
coloidal e reológico; goma xantana biossintetizada a partir de glicose, visando avaliar 
seu estado de agregação em solução aquosa. A xantana foi produzida em um meio 
contendo 1,5% de glicose, 0,5% de K2HPO4, 0,2% de NH4Cl, 0,1% de NaCl, 0,01% 
de MgSO4 e 0,1% de extrato de levedura inoculado com Xanthomonas campestris pv. 
manihotis e incubadas a 30 oC (72 h), em duplicata, obtendo-se as amostras XantG1 

e XantG2. Visto que biopolímeros têm sido amplamente utilizados na indústria 
farmacêutica, sobretudo, na fabricação de sistemas de liberação controlada de 
fármacos, este trabalho objetivou também a investigação do complexo formado 
através da complexação da xantana com o antibiótico catiônico doxiciclina. As 
xantanas puras foram caracterizadas no estado sólido por espectroscopia na região 
do infravermelho (FTIR) e análises térmicas (TGA e DTA). Em solução, foram 
caracterizadas por medidas de condutividade elétrica, espalhamento de luz dinâmico 
(DLS), potencial zeta (ZP) e reologias estacionária e dinâmico-oscilatória, todas a 25 
oC. As interações entre doxiciclina e xantana foram investigadas utilizando-se os 
mesmos métodos, além da calorimetria isotérmica de titulação (ITC) que foi utilizada 
para medida dos parâmetros termodinâmicos de complexação. A ação antimicrobiana 
do complexo Dox/Xant foi avaliada através de estudos biológicos. Os espectros de 
infravermelho e as análises térmicas foram muito semelhantes para as duas amostras 
de xantana pura (XantG1 e XantG2), além de muito semelhantes aos encontrados para 
outras xantanas da literatura, mostrando a reprodutibilidade dos processos de síntese 
e purificação. Quando em solução aquosa, ambas mostraram estabilidade química 
por pelo menos 23 dias, já que a condutividade elétrica praticamente não se alterou. 
As medidas de diâmetro hidrodinâmico, potencial zeta, condutividade elétrica e 
reologia demonstraram que as xantanas comportam-se como polieletrólitos que 
sofrem diferentes níveis de agregação em solução, dependendo da concentração. A 
solução de xantana a 2 g/L mostrou forte pseudoplasticidade decorrente da existência 
dos emaranhados moleculares, o que justifica seu uso como espessante. Quanto ao 
complexo doxiciclina/xantana, sua formação foi monitorada por titulações 
calorimétrica, reológica e por potencial zeta. Os dados de calorimetria isotérmica 
mostraram que a xantana apresenta dois sítios distintos de interação com a 
doxiciclina, sendo uma das etapas de complexação exotérmica e a outra endotérmica. 
Os experimentos de titulação reológica mostraram forte redução da viscosidade 
durante a titulação, sugerindo que a interação doxiciclina/xantana gera um colapso na 
estrutura dos polímeros, quebrando os emaranhados. Finalmente, a atividade 
antimicrobiana dos complexos e dos precursores foi avaliada frente à Staphylococcus 
aureus 323886023, por determinação da dose letal mediana e curva de morte. Os 
resultados obtidos demonstraram que a formação dos complexos levou a um aumento 
da atividade antimicrobiana, através da redução da dose letal mediana e do tempo de 
inibição. Isto demonstra que a preparação de complexos de xantanas com a 
doxiciclina pode ser uma alternativa promissora para o desenvolvimento de uma nova 
formulação para liberação controlada desse fármaco. 
 
Palavra-chave: xantana, reologia, doxiciclina. 



   

ABSTRACT 
 
Xanthans are branched polysaccharides of high molecular mass (> 106 Da), consisting 
of glucose, mannose and glucuronic acid. They are usually obtained by the 
fermentation of Xanthomonas campestris, which has been considered safe and 
approved for use in the food and pharmaceutical industries, as thickeners. The present 
work aimed to characterize xanthan gums biosynthesized from glucose from structural, 
colloidal and rheological point of view, aiming to evaluate its state of aggregation in 
aqueous solution. They were produced in duplicate using a medium containing 1.5% 
glucose, 0.5% K2HPO4, 0.2% NH4Cl, 0.1% NaCl, 0.01% MgSO4 and 0.1% yeast 
extract inoculated with Xanthomonas campestris pv. manihotis and incubated at 30 oC 
(72 h), in order to obtain the XantG1 and XantG2 samples. Since biopolymers have 
been widely used in the pharmaceutical industry, especially in the manufacture of 
controlled drug delivery systems, this work also aimed to investigate the complex 
formed through the complexation of xanthan and the cationic antibiotic doxycycline. 
The pure xanthans had their chemical structures characterized in solid state by FTIR 
and their thermal profile evaluated by TGA/DTA thermal analysis. Moreover, 
measurements of electrical conductivity, hydrodynamic diameter (by DLS), Zeta 
potential and stationary and oscillatory dynamic rheologies were used to investigate 
their aggregations state at different concentrations. Further, the complexes 
xanthan/doxycycline (Xant/Dox) were characterized in solid state by infrared 
spectroscopy and thermal analysis (TGA and DTA), while the complexation process 
was monitored by zeta potential, DLS, viscosimetric and isothermal calorimetry (ITC) 
titrations. Stationary rheology studies at 25 oC where used to know the flow profile of 
the so-produced suspensions after titration. Antimicrobial action of the complexes was 
evaluated through biological studies. The infrared spectra and the thermal analyzes 
were very similar for the two pure xanthan samples, showing the reproducibility of the 
synthesis and purification processes, besides being very similar to those found for 
other xanthanes in the literature. The electrical conductivity data as a function of time 
showed chemical stability of the compounds for at least 23 days in aqueous solution. 
The hydrodynamic diameter, zeta potential, electrical conductivity and rheology 
measurements showed that xanthanes behave as polyelectrolytes that undergo 
different levels of aggregation in solution depending on the concentration. The solution 
of xanthan at 2 g / L showed strong pseudoplasticity due to the existence of molecular 
entanglements, which justifies its use as a thickener. As for the doxycycline/xanthan 
complex, its formation was monitored by calorimetric, rheological and zeta potential 
titrations. The data of isothermal calorimetry showed that xanthan presents two distinct 
sites of interaction with doxycycline, being one of the exothermic and the other 
endothermic complexation stages. The rheological titration experiments showed 
strong reduction of viscosity during titration, suggesting that the doxycycline/xanthan 
interaction causes a collapse in the structure of the polymers, breaking the 
entanglements. Finally, the antimicrobial activity of the complexes and precursors was 
evaluated against Staphylococcus aureus 32388602 by lethal dose and death curve 
assays. The results showed that the formation of the complexes led to an increase in 
the antimicrobial activity, through the reduction of the lethal dose and the time of 
inhibition. This demonstrates that the preparation of xanthan complexes with 
doxycycline may be a promising alternative for the development of a novel formulation 
for controlled release of that drug. 
 
Keywords: xanthan, rheology, doxycycline. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Polissacarídeos são biopolímeros hidrofílicos de alta massa molecular, que por 

sua vez, apresentam uma ampla gama de propriedades funcionais, com potencial de 

aplicação em vários setores industriais. O termo hidrocolóide abrange todos os 

polissacarídeos que são extraídos de plantas, algas e fontes microbianas 

(DICKINSON, 2003; ERNANDES e GARCIA-CRUZ, 2005). 

Dentre os biopolímeros de origem microbiana, as xantanas (Xants) são os que 

têm atraído maior atenção das indústrias alimentícia, farmacêutica e petrolífera. Este 

fato se deve à capacidade desses compostos formarem soluções viscosas e géis 

hidrossolúveis que lhes conferem propriedades coloidais e reológicas muito 

particulares (LUVIELMO e SCAMPARINI, 2009). 

Os países que se destacam como maiores produtores de Xants no mundo são: 

Estados Unidos (empresas Merck e Pfizer), França (empresas Rhone Poulenc e 

Sanofi-Elf), Áustria (empresa Jungbunzlauer) e China (empresa Saidy Chemical) 

(GARCIA-OCHOA et al., 2000; MENEZES, 2012).  

No Brasil, quase toda Xant utilizada é importada (PADILHA, 2003).  Por outro 

lado, o Brasil é um produtor de vários insumos, oriundos do setor sucroalcooleiro, tais 

como: açúcar (sacarose), extrato de levedura e álcool, que poderiam ser utilizados 

como fontes de carbono na produção de Xant. Isto torna a implantação de indústrias 

especializadas na sua produção um recurso estratégico para atender à demanda 

nacional e internacional. 

Existem vários estudos visando otimizar a síntese desse biopolímero. Dentre os 

mais diversos substratos estudados estão os resíduos agroindustriais, tais como: o  

melaço de cana (BAE et al., 2004) e o soro do leite (KIOSSEOGLOU et al., 2003; 

NITSCHKE et al., 2001). Portanto, a produção de Xants representa, ainda, uma 

alternativa para reduzir problemas relacionados às questões ambientais, com o 

aproveitamento de resíduos industriais que seriam descartados no meio ambiente 

(NERY et al., 2008). Apesar da busca por fontes alternativas de açúcares, a glicose e 

sacarose ainda são os substratos mais utilizados para a produção comercial da goma 

(ROSALAM e ENGLAND, 2006). Isso pode ser justificado pela facilidade de se 

encontrar glicose, além do produto da biossíntese ser mais puro e homogêneo. 

A Xant apresenta diversas aplicações tecnológicas, especialmente como 

espessante e estabilizante em produtos alimentícios e farmacêuticos (FARIA et al., 
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2011).  É também utilizada em sistemas de liberação controlada de fármacos (SLCs)  

e correlatos (KIM et al., 2015). 

No contexto dos SLCs, atualmente um grande esforço tem sido dedicado ao 

desenvolvimento de métodos para controlar a liberação de fármaco para satisfazer a 

crescente demanda por uma ação prolongada e melhor administração (CARLET et 

al., 2012). Os SLCs apresentam várias vantagens em relação às formas 

convencionais de administração, dentre elas, a redução da toxicidade, maior 

estabilidade (química, térmica e luminosa), utilização de menor quantidade do 

princípio ativo e maior intervalo de administração que muitas vezes culminam em 

maior atividade aguda (ROSSI-BERGMANN, 2008). 

Dentre os vários fármacos de destaque para o bem-estar da humanidade, estão  

os antibióticos. Portanto, faz-se necessária a preservação da eficácia dos mesmos, 

através de abordagens voltadas para a seleção, dosagem e duração do tratamento 

ou prevenção de infecção com mínima toxicidade para o paciente e impacto mínimo 

na resistência subsequente (CARLET et al., 2012).  

Os antibióticos são compostos polares que apresentam em suas estruturas 

vários grupos funcionais (aminas, amidas, fenóis, ácidos carboxílicos, cetonas), os 

quais  permitem  interações com outras substâncias químicas, principalmente em 

processos de complexação (GAO et al., 2012; WU, PAN et al. 2012). A molécula de 

Xant apresenta em sua estrutura grupos acetato e piruvato, os quais podem se ionizar 

dependendo do pH e do meio ou serem substituídos por cátions, formando poliânions 

(HORN, 2008). Logo, por ter carga negativa, a molécula de Xant apresenta afinidade 

por espécies catiônicas, característica na qual se enquadra a doxiciclina (Dox), um 

antimicrobiano de amplo espectro, o qual apresenta aplicações para uso veterinário e 

humano (MUNDARGI et al., 2007). 

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo, biossinterizar 

xantana a partir de glicose, utilizando o microrganismo Xanthomonas campestris, além 

de realizar sua caracterização, visando avaliar seu estado de agregação e 

comportamento reológico em solução aquosa. A glicose foi escolhida como substrato 

por ser uma fonte de carbono preferencial para a produção do biopolímero (GARCIA-

OCHOA et al., 2000). O trabalho visou também, investigar o uso de polímero  como 

SLC, escolhendo-se a doxiciclina como fármaco de estudo. 

Portanto, foi realizada a caracterização estrutural e coloidal do polímero em 

solução, buscando uma maior compreensão dos sistemas na escala molecular, 
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supramolecular e macroscópica, sendo estudado também o processo de complexação 

da xantana com a doxiciclina. 

Para a caracterização molecular foram identificados os principais grupos 

funcionais dos monômeros por espectroscopia na região do infravermelho (FTIR). O 

comportamento térmico foi avaliado por análise termogravimétrica e análise térmica 

diferencial (TGA/DTA), obtendo-se parâmetros relacionados à perda de massa. 

Quanto à caracterização coloidal, foi avaliado o tamanho, a  carga superficial e a 

estabilidade das partículas e/ou de seus possíveis nanoagregados, utilizando medidas 

de espalhamento de luz dinâmico (DLS), medidas de potencial zeta (ZP) e 

condutividade elétrica. Os parâmetros reológicos da solução de Xant pura foram 

avaliados por reologia  estacionária, através da construção de curvas de fluxo e 

viscosidade e consequente identificação do tipo de fluido (Newtoniano, não-

Newtoniano) (BARNES et al., 1989). As contribuições elástica (G’) e fuida (G”) dessas 

soluções forem avaliadas  por reologia dinâmica oscilatória.   

A  formação do complexo empregando Dox e Xant (Dox/Xant) foi investigada por 

diversas técnicas, entre elas, FTIR, TGA/DTA, as quais forneceram evidências de que 

houve, de fato, interação entre os dois precursores. Os parâmetros das interações 

termodinâmicas entre Xant e Dox foram determinados por calorimetria isotérmica de 

titulação (ITC). Foi analisado o efeito da formação do complexo no ZP e 

comportamento reológico da solução Xant. Finalmente, avaliou-se a ação 

antibacteriana da composição através de ensaios biológicos, comparando-se seu 

efeito com o da Dox pura.  

 

2 REVISÃO DE LITERATURA  

  

2.1 POLÍMEROS  

 

Polímeros são macromoléculas constituídas pela ligação de grandes 

quantidades de grupamentos menores denominadas monômeros. Eles podem ser 

obtidos de fontes renováveis ou não. As reações pelas quais eles se combinam são 

denominadas polimerizações (EHRENSTEIN, 2012; ODIAN, 2004). Um polímero é 

constituído principalmente de átomos de hidrogênio e de carbono, dispostos em 

longas cadeias (CHEN et al., 2016).  
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Considerando o tipo de monômero constituinte do polímero, este pode ser 

classificado em homopolímero ou copolímero. Homopolímero é formado por um único 

tipo de unidade. Já o termo copolímero refere-se a polímeros com dois ou mais tipos 

de unidades de monômero (EHRENSTEIN, 2012). 

Eles podem ser classificados de acordo com a origem, se dividindo em naturais 

e sintéticos; estes últimos podem ser obtidos a partir de monômeros oriundos de 

fontes renováveis ou não (Fechine, 2013). Os naturais, também chamados 

biopolímeros, são aqueles disponíveis na natureza como a celulose, borracha e 

algodão (CHEN et al., 2016), além dos polissacarídeos e proteínas. Já os sintéticos 

são produzidos através da reação de polimerização dos compostos monoméricos 

como, por exemplo, o poliestireno, obtido da polimerização de unidades de estireno 

(vinil-benzeno) por catalizadores. Quanto aos produzidos a partir de fontes 

renováveis, como por exemplo, os poliésteres alifáticos  poli (ácido láctico) (PLA), poli 

(ácido láctico-co-ácido glicólico) (PLGA) e poli(ε-caprolactona) (PCL) (MIDDLETON e 

TIPTON, 2000), geralmente são utilizados  carboidratos derivados de plantas como 

milho, cana-de-açúcar ou ainda óleo vegetal em sua obtenção (BRITO et al., 2011; 

PRADELLA, 2006). 

Em relação à estrutura química, podem ser classificados em lineares, 

ramificados ou reticulados (Figura 1). Os polímeros lineares são aqueles nos quais 

os monômeros estão juntamente ligados, em uma sequência contínua. Nos 

ramificados as moléculas monoméricas formam ramificações, visto que suas cadeias 

laterais estão ligadas à cadeia princial, podendo formar ramificações longas ou curtas. 

Nos polímeros reticulados as moléculas estão ligadas entre si em pontos diferentes 

de suas extremidades, formando ligações cruzadas, chamadas crosslinks (ODIAN, 

2004). Essas características são responsáveis por definir suas propriedades térmicas 

e reológicas (EHRENSTEIN, 2012). 
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Figura 1 - Representação de polímeros lineares, ramificados e reticulados 

 

Fonte: (PIATTI E RODRIGUES, 2005). 

 

De acordo com Fechine (2013), os polímeros vêm substituindo gradualmente 

certos materiais convencionais, como os fabricados com ferro e aço, em quase todos 

os setores da economia, não só por seu baixo custo, mas também pelo 

desenvolvimento contínuo de sua funcionalidade. No entanto, os resíduos sólidos 

produzidos principalmente nos grandes centros urbanos, em grande parte constituídos 

por polímeros sintéticos, exige a adoção de medidas que busquem um 

desenvolvimento sustentável. O uso de materiais biodegradáveis, obtidos a partir de 

fontes naturais renováveis, é assunto de destaque nos últimos anos, por serem uma 

alternativa aos polímeros tradicionais à base de petróleo e representarem uma 

proposta para minimizar os problemas ambientais (GALBIS et al., 2015). Além disso, 

o inevitável esgotamento previsto para as fontes de petróleo, implica na aceleração 

da busca por novas alternativas (FECHINE, 2013). 

Os polímeros produzidos a partir de matéria-prima renovável são candidatos 

potenciais para serem utilizados não apenas no campo de aplicação de embalagens 

e correlatos, mas também para uso em indústrias de alimentos, de cosméticos e 

farmacêuticas como agentes espessantes, dentre outros (PRADELLA, 2006). Nestas 

últimas os polímeros biodegradáveis estão recebendo grande atenção para uso em 

SLCs, sobretudo, por não necessitarem de  recuperação ou manipulação após a 

introdução no corpo (UHRICH et al., 1999).  

Pradella (2006) realizou um estudo de novos polímeros biodegradáveis, 

incluindo uma análise destes materiais, hierarquizando quais são os que apresentam 

maiores possibilidades de crescimento no mercado nacional. Dentre os polímeros 
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analisados pelo autor, os que apresentaram-se como os de maior importância foram 

PLA, polihidroxialcanoato, polímeros de amido e Xant. 

 

2.1.1 Biopolímeros 

  

Os biopolímeros são materiais poliméricos produzidos por organismos vivos 

como, por exemplo, ácidos nucléicos, peptídeos e polissacarídeos (STROBEL et al., 

2005; KUMAR et al., 2007). Eles constituem uma alternativa útil para o 

desenvolvimento de materiais ecologicamente corretos, apresentando aplicações 

diversificadas, devido às suas grandes vantagens como biodegradabilidade, baixo 

custo, biocompatibilidade e disponibilidade (AZEVEDO et al., 2007; MEDINA 

JARAMILLO et al., 2015). 

Uma aplicação importante destes compostos é na forma de biomateriais. Neste 

campo, a biocompatibilidade é uma característica necessária para dispositivos 

reabsorvíveis (BELGACEM e GANDINI, 2011), visto que os polímeros utilizados para 

aplicações médicas e farmacêuticas devem ser não tóxicos e não imunogênicos 

(VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009). 

Os biopolímeros têm sido amplamente utilizados no campo médico em produtos 

cicatrizantes para fechamento rápido de lesões e em sistemas de liberação controlada 

de fármacos – “Drug Delivery” (VAN DE VELDE e KIEKENS, 2002). A vantagem da 

aplicação de biomateriais, à base de polímeros como celulose, colágeno, alginato e 

quitosana, em produtos para tratamento de feridas, refere-se à capacidade dos 

mesmos vincularem-se a tecidos circundantes e assim promoverem o processo de 

cicatrização (WIEGAND e HIPLER, 2010). Para formulações de SLCs, as 

nanopartículas poliméricas biodegradáveis apresentam muitas vantagens, tais como 

controle superior da liberação do fármaco ao tecido alvo, baixa toxicidade e controle 

do tamanho (MORACHIS et al., 2012). 

Dentre os biopolímeros empregados na área de liberação de medicamentos, os 

polissacarídeos se destacam, dada a sua participação em funções importantes do 

organismo como a estrutura da membrana e a comunicação intracelular; e também 

por sua flexibilidade, que permite que os mesmos formem diversos tipos de estruturas 

supramoleculares (GRENHA et al., 2010). 

Quanto à costituição química, os polissacarídeos são formados por diversos 

resíduos de açúcares simples chamados monossacarídeos, unidos entre si por 
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ligações glicosídicas (IZYDORCZYK, 2005). Os polissacarídeos hidrocoloidais podem 

se originar de várias fontes, como algas (por exemplo, alginato), origem vegetal como 

(pectina, goma guar), origem microbiana (dextrana, goma xantana) e origem animal 

(quitosana, condroitina), apresentando uma grande diversidade de estruturas e 

propriedades (LIU et al., 2008). De acordo com De Mello Luvielmo e Scamparini 

(2009), a esse grupo de polissacarídeos solúveis em água,  foi dada a designação de 

gomas industriais. Quanto aos de origem microbiana, os quais surgiram no mercado 

internacional na década de 1950, apresentam um diferencial em relação aos demais, 

visto que, em condições controladas de fermentação, sua produção garante um 

material de qualidade e fornecimento constante, não influenciada por variações 

climáticas.  

Os biopolímeros produzidos por bactérias dividem-se em intracelulares e 

extracelulares. Nas bactérias Gram-negativas o processo de síntese de 

polissacarídeos ocorre de forma intracelular. Os açúcares nucleotídeos (açúcares 

nucleosídeo difosfato) fornecem formas ativadas de monossacarídeos e também 

fornecem à célula bacteriana um meio de interconversão dos vários monossacarídeos, 

através de reações de epimerização, desidrogenação e descarboxilação (HARDING 

et al., 1993). Após a polimerização das unidades repetidas, o polissacarídeo é 

excretado através do complexo parede/membrana para a superfície celular no 

ambiente extracelular (SUTHERLAND, 2001). Já os biopolímeros extracelulares, 

produzidos na interface com o meio extracelular, geralmente fazem parte de 

mecanismos de proteção contra a dessecação, ataque de protozoários (amebas, por 

exemplo), fagócitos e bacteriófagos.  

Por apresentarem processo de extração e purificação mais simples, 

biopolímeros exocelulares, concentram maior atenção na aplicação industrial (DE 

SOUZA E GARCIA-CRUZ, 2004). A maioria dos exopolissacarídeos apresenta 

estrutura relativamente simples, compreendendo homopolissacarídeos ou 

heteropolissacarídeos como dextrana e pululana, produzidos a partir de D-glicose. Já 

os heteropolissacarídeos são normalmente compostos de unidades repetitivas 

compostas de dois a quatro tipos de monossacarídeos contendo grupos ácidos 

(gelana e xantana por exemplo) (PRADELLA, 2006; SUTHERLAND, 2001).  

De acordo com a carga apresentada, os polissacarídeos podem ser classificados 

em polieletrólitos e não-polieletrólitos. Os primeiros podem ser divididos em 
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polieletrólitos carregados positivamente (quitosana) ou negativamente (alginato, 

heparina, ácido hialurônico, xantana, etc) (LIU et al., 2008). 

 

Xantanas 

 

Dentre os biopolímeros biodegradáveis de maior interesse comercial, cuja 

produção mundial supera 30.000 t/ano, destacam-se as xantanas (Xants). Esses 

compostos são solúveis em água, apresentam  estabilidade e compatibilidade na 

presença da maioria dos sais metálicos, notável solubilidade e estabilidade em 

soluções ácidas e alcalinas e resistência térmica. Quando em solução, mesmo a 

baixas concentrações, produzem soluções com elevada viscosidade e 

pseudoplasticidade (PRADELLA, 2006; FARIA et al., 2011). 

As xantanas (Figura 2) são heteropolissacarídeos obtidos principalmente por 

bactérias fitopatogênicas Xanthomonas campestris NRRL B-1459 (Figura 3) 

(GARCIA-OCHOA et al., 1995). Elas também podem ser classificadas como um 

copolímero ramificado natural de alta  massa molecular, variando de 2 x 106 a 20 x 106 

Da. Sua estrutura primária é composta de repetidas unidades pentassacarídicas: D-

glicose, D-manose e D-ácido glucurônico, na proporção 2:2:1, podendo apresentar 

ácido pirúvico e O-acetil. Sua cadeia principal é constituída de unidades β-D-glicose 

ligadas nas posições 1 e 4, apresentando estrutura idêntica à da celulose (GARCIA-

OCHOA et al., 2000; JANSSON et al., 1975; ROSALAM e ENGLAND, 2006).  

 

Figura 2 - Unidade monomérica de uma xantana. 

  

Fonte: (ZAITOUN, MAKAKOU et al., 2011), adaptada. 
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Figura 3 - Fotomicrografia de bactérias Xanthomonas campestris. 

 

Fonte: (TORTORA et al., 2004). 

 

As xantanas foram descobertas em 1950 e representam o primeiro biopolímero 

produzido industrialmente. Por serem atóxicas e biocompatíveis, em 1969, o uso em 

produtos alimentares foi aprovado nos Estados Unidos pelo Food and Drug 

Administration (FDA), sem qualquer limitação de quantidade. Já no Brasil, seu uso foi 

permitido desde 1965, pelo Decreto de Lei nº 55871, da Legislação Brasileira de 

Alimentos, revisada pela Resolução CNS/MS nº 04 de 24 de novembro de 1988  

(MENEZES et al., 2012). 

O processo fermentativo e a produção de Xants são influenciados por diversos 

fatores, tais como tipo de reator, modo de operação (batelada ou contínuo), 

composição do meio e as condições de cultura (temperatura, pH, concentração de 

oxigênio dissolvido) (GARCIA-OCHOA et al., 2000). 

Por serem constituídas de monossacarídeos, possuem estrutura química rica em 

hidroxilas e ligações éter, que apresentam elevada capacidade de formação de 

ligações de hidrogênio com moléculas de água, o que implica em elevada solubilidade 

aquosa, mesmo à temperatura ambiente. Os grupos piruvato e acetil, ligados às 

cadeias trissacarídicas laterais conferem ionicidade à Xant, que além de potencializar 

a solubilidade, também definem a conformação molecular (SUTHERLAND, 1998). 

Graças aos grupos ionizáveis que apresentam em solução aquosa, as Xants 

comportam-se como poliânions.  

As propriedades das soluções de polieletrólitos diferem-se consideravelmente 

em relação às soluções de polímeros neutros. A presença de cargas ao longo da 

cadeia leva a interações intra e intermoleculares complexas que tem fortes 

consequências para as propriedades estáticas e dinâmicas desses sistemas 

(BORSALI et al., 1998). As propriedades reológicas das Xants, derivam-se em grande 
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parte, da conformação helicoidal ordenada (simples ou dupla-hélice) adotada em 

solução. As cadeias laterais trissacarídicas alinham-se à cadeia principal estabilizando 

a conformação por ligações não covalentes (SUTHERLAND, 1998). 

Devido à suas propriedades espessantes, as Xants são utilizadas como agentes 

dispersantes e estabilizantes de emulsões e suspensões em formulações 

farmacêuticas, cosméticas e agrícolas. Graças à elevada viscosidade apresentam 

aplicações na indústria petrolífera, onde são usadas em fluidos de perfuração e em 

processos de recuperação de hidrocarbonetos (GARCIA-OCHOA et al., 2000). 

Além de suas propriedades físicas, o polímero não é tóxico, não inibe o 

crescimento microbiano e não causa irritação na pele e nos olhos. Por essas razões, 

suas aplicações alimentares e farmacêuticas vêm sendo amplamente estudadas 

(GARCIA-OCHOA et al., 2000). A preparação de comprimidos para liberação 

controlada de teofilina foi estudada por Vendruscolo et al. (2005) contendo apenas 

Xant comercial ou associada à galactomanana hidrofílica, extraída das sementes da 

Mimosa scabrella. Os resultados mostraram que as matrizes preparadas utilizando 

apenas Xant apresentaram um efeito de sustentação maior, em diferentes 

concentrações, em comparação com as matrizes preparadas apenas com 

galactomanana ou com os dois polissacarídeos. 

Kar et al. (2010) utilizaram Xant no preparo de uma matriz de liberação 

sustentada de comprimidos mononitrato de isossobida-5, amplamente utilizado no 

tratamento de angina. Estudos de liberação in vitro indicaram um padrão de liberação 

sustentada ao longo de um período de estudo de 12h, indicando que a matriz é  

promissora  para redução da frequência da dosagem. 

El-Zahaby et al. (2014) estudaram a preparação de comprimidos de tamanho 

crescente de levofloxacino hidratado para a erradicação de Helicobacter pylori  

utilizando polímeros formadores de gel in situ: goma de gelano, alginato de sódio, 

pectina e Xant. De acordo com os resultados, a fórmula contendo goma xantana 

isoladamente foi a que obteve a liberação mais sustentada, com um aumento de 

diâmetro com o tempo, podendo atuar como Plug-type GRDF.  

  

2.2 SISTEMA DE LIBERAÇÃO CONTROLADA  

 

Os SLCs têm sido intensamente estudados nos últimos anos, sobretudo, por 

serem capazes de manter a concentração plasmática desejada do fármaco, sem que 
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este atinja um nível tóxico ou caia abaixo do nível mínimo eficaz. Cada fármaco 

apresenta sua meia-vida biológica própria e não consegue manter uma concentração 

eficaz por muito tempo nas formulações convencionais. Nesse caso, aumentar a dose 

do fármaco pode levar a uma reação tóxica, enquanto que, tomar a dose recomendada 

várias vezes ao dia, pode não ser conveniente para o paciente. Daí a grande 

viabilidade dos SLCs, os quais liberam o fármaco gradualmente, mantendo os níveis 

plasmáticos adequados, prolongando sua ação (MENG et al., 2011). 

Além do controle temporal, os SLCs quando bem idealizados, podem direcionar 

a localização espacial do princípio ativo até determinados sítios, criando novos 

mecanismos de interação e diminuindo problemas com resistência (VILLANOVA et 

al., 2010). 

A maioria dos SLCs consiste em sistemas supramoleculares baseados em 

macromoléculas, pares iônicos, complexos de coordenação, agregados moleculares, 

compostos de intercalação, nanopartículas, etc. Eles são estabilizados por interações 

intermoleculares não covalentes, tais como eletrostáticas, hidrofóbicas, ligações de 

hidrogênio e interações de Van der Waals (FARIA-TISCHER e TISCHER, 2012; 

MONTANARI et al., 1998). Essas interações com as matrizes encapsulantes 

contribuem para minimizar o problema da baixa solubilidade de certos fármacos, obter 

perfis de liberação mais lento, além de proteger as substâncias de interesse até o local 

de liberação (MARTINS et al., 2011; MATRICARDI et al., 2009).  

Nos últimos anos, a administração controlada de medicamentos tem evoluído 

muito, desde a primeira aprovação em 1990, da anfotericina B lipossomal pelo FDA. 

Desde então, vários outros sistemas estão comercialmente disponíveis para tratar 

diversas doenças como câncer, infecções e degeneração muscular (ZHANG, Y. et al., 

2013). Em 1997 as vendas de produtos contendo SLC já haviam alcançado cerca de 

US $ 14 bilhões apenas nos Estados Unidos (UHRICH et al., 1999), crescendo para 

US $ 121 bilhões em 2010. É válido frisar que o custo médio e o tempo necessário 

para desenvolver um novo SLC (cerca de US $ 20-50 milhões em 3-4 anos) é 

significativamente menor que o de um novo medicamento (cerca de US $ 500 milhões 

em mais de 10 anos) (ZHANG, Y. et al., 2013).  

Wagner et al. (2006) apresentaram dados de um estudo realizado pela rede 

European Science and Technology Observatory (ESTO), utilizando várias fontes de 

informações através de palavras-chave relacionadas ao tema “Nanotecnologia 

aplicada à área da saúde”. Após uma análise bibliométrica de documentos no banco 
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de dados do Science Citation Index, afirmaram que essa temática vem apresentando 

um grande avanço na atividade de pesquisa, saindo da faixa de 10 artigos ao ano 

(1980), para 1200 publicações em 2004. Quanto às atividades de patenteamento, uma 

pesquisa do Instituto Europeu de Patentes, utilizando a base de patentes privada do 

escritório europeu (EPODOC), revelou 2000 documentos no ano de 2003, acima de 

223 em 1993. Os autores constataram ainda que o fornecimento de medicamentos é 

o campo dominante, com uma participação de 76% dos artigos científicos e 59% de 

patentes. A Europa como um todo, estava na vanguarda das pesquisas, 

representando 36% das publicações, comparada aos Estados Unidos com 32%. Já 

no quesito patenteamento, quem liderou foram os Estados Unidos com 54% de 

pedidos de patentes em relação à Europa com 25%, mostrando status de 

comercialização mais avançado.  

Costa et al. (2014) realizaram estudos relacionados a  nanosistemas carreadores 

de fármacos, utilizando o método de pesquisa da definição de palavras-chave 

relacionadas com à expressão “Drug delivery systems”. Eles relataram que em 2014, 

na Web of Science, os três primeiros países que se destacaram em publicações 

científicas foram: Estados Unidos com mais de 2 mil publicações, China (1322) e Índia 

(850). O Brasil ficou no ranking entre os 15 países com maior publicação, com 274 

artigos publicados, apresentando, portanto, contribuição para a produção de SLC, 

considerando que os estudos científicos são a primeira etapa até a comercialização 

de um produto final.  

Um grande número de classes de medicamentos pode se beneficiar da liberação 

controlada, incluindo quimioterápicos, imunossupressores, agentes anti-inflamatórios, 

antibióticos, antagonistas opioides, esteroides, hormônios, anestésicos e vacinas 

(UHRICH et al., 1999). O uso indiscriminado de antibióticos, associado ao potencial 

de adaptação próprio das bactérias, tem levado a um número cada vez maior de 

patógenos com multiplicidade de mecanismos de resistência, tornando-se um 

problema mundial (THOMSON E MOLAND, 2000). Dentre os organismos 

considerados multirresistentes, destacam-se as bacterias Gram-negativas Klebsiella 

pneumoniae e Acinetobacter spp, que podem resistir a todos os agentes microbianos 

disponíveis atualmente ou serem susceptíveis apenas a agentes mais tóxicos, 

deixando opções limitadas para o tratamento (MAGIORAKOS et al., 2012). Isso 

mostra que há a necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos, bem 

como a formulação de sistemas de transporte mais específicos para os 
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antimicrobianos já existentes, a fim de aumentar a eficiência terapêutica e reduzir suas 

concentrações (DE OLIVEIRA et al., 2005). 

 

2.3 ANTIMICROBIANOS 

 

Os antibióticos são compostos essenciais, amplamente utilizados em medicina 

para prevenir e combater infecções bacterianas humanas. São também utilizados em 

outros campos tais como, cosméticos e alimentos (BELMESSIERI et al., 2017). Muitos 

antibióticos empregados na produção animal também servem como medicamentos 

essenciais para uso em seres humanos (BOAMAH et al., 2016). 

Há vários relatos de que a resistência aos antibióticos aumentou drasticamente 

ao longo dos últimos anos, sobretudo, devido ao uso excessivo desses fármacos em 

todo o mundo, seja para consumo humano, animal, na aquicultura e na agricultura 

(CARLET et al., 2012). Houve um aumento da resistência em bactérias comensais e 

patogênicas, o que suscita uma preocupação com o sistema de saúde pública, 

apontando a necessidade de todos os países preservarem a eficácia dos antibióticos 

essenciais (BOAMAH et al., 2016).  

A doxiciclina (Dox, Figura 4) é conhecida com um antibiótico de amplo espectro, 

derivado sintético das oxitetraciclinas (MUNDARGI et al., 2007). Este composto 

apresenta-se como um pó amarelo, inodoro, pouco solúvel em água, não volátil, mas 

que apresenta escurecimento,  quando exposta à luz solar forte (KOROLKOVAS E 

BURCKHALTER, 1982). A sua estrutura química encontra-se na forma de um 

cloridrato hemiidratado (cloridrato de doxiciclina - C22H24N2O8.HCl.0,5H2O). 

Além do amplo espectro de ação, as tetraciclinas apresentam diversas 

propriedades favoráveis, tais como, baixa toxicidade, baixo custo e, na maioria dos 

casos, podem ser administradas por via oral (PEREIRA-MAIA et al., 2010).  

A Dox é um bacteriostático que inibe a síntese protéica bacteriana devido ao 

impedimento da ligação do RNA de transferência (tRNA) ao RNA mensageiro (mRNA) 

nos sítios do RNA ribossômico (rRNA) (MUNDARGI et al., 2007). É eficaz contra 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo utilizada para tratar uma grande 

variedade de infecções incluindo periodontite, osteomielite e contra Staphylococcus 

aureus resistente à meticilina (S. aureus, MRSA) (PASTORINO et al., 2015). Além 

disso, seu uso está sendo avaliado na quimioterapia do câncer, para induzir apoptose 
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diretamente ou combinada com agentes antitumorais conhecidos (PEREIRA-MAIA et 

al., 2010).  

 
Figura 4 - Fórmula estrutural do cloridrato de doxiciclina. 

.HCl 
Fonte: (PASTORINO et al., 2015). 
 

De Andrade, Pallos et al. (2010) avaliaram o uso da Dox como terapia adjunta 

no tratamento periodontal e encontrou que tanto a administração por via sistêmica, 

quanto a administração de baixas doses ou ainda o uso local mostraram-se benéficos 

no tratamento de periodontite crônica.  

Fiol et al. (2010) afirmaram que em pacientes com quadro menos grave de febre 

maculosa (tifo), Dox é o fármaco utilizado preferencialmente. É amplamente utilizada 

na profilaxia da malária e é aceitável para terapia de longa duração, exceto em 

crianças e mulheres grávidas. 

Stoller et al. (1998) estudaram o perfil de liberação de Dox a partir de um SLC 

biodegradável colocado em bolsas periodontais. Os resultados foram comparados 

com pacientes que receberam doses orais padrão de Dox. Os dados farmacocinéticos 

foram obtidos a partir de fluido crevicular gengival, saliva e soro de pacientes adultos 

com periodontite. Os autores concluíram que o sistema estudado apresenta as 

propriedades clínicas e farmacocinéticas para a liberação de níveis eficazes do 

antibiótico, considerando a alta concentração de fármaco disponível nos locais 

tratados, o baixo nível na saliva e níveis quase inexistentes no soro. 

Mundargi et al. (2007) também relataram a preparação de um SLC, preparado a 

partir de microesferas, uma blenda polimérica utilizando PLGA e PCL, carregadas com 

Dox, para o tratamento da doença periodontal. Realizaram testes in vitro e in vivo e, 

segundo os autores, os resultados sugeriram que as formulações são eficazes na 

administração controlada do fármaco a bolsas periodontais. 

Zhang, H. et al. (2013) estudaram um complexo de inclusão para administração 

oftalmológica de Dox com hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPCD). Verificaram que 

tanto em solução quanto no estado sólido, houve melhoria na estabilidade do 
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complexo, atribuída a uma proteção pela cavidade hidrofóbica da ciclodextrina. 

Testes in vitro da atividade antimicrobiana indicaram que o complexo pode ter 

potencial para aplicações clínicas.  

 

3 JUSTIFICATIVA 

 

Já é relatado na literatura que as Xants são produzidas principalmente por 

Xanthomonas campestris e que glicose é a fonte de carbono preferencial para a sua 

produção (GARCIA-OCHOA et al., 2000).  Contudo, o aumento do valor de mercado 

desse monossacarídeo (ROSALAM e ENGLAND, 2006) é  um fator crítico em muitos 

países.  

O processo de produção e caracterização da Xant têm sido objetivos de vários 

trabalhos científicos especialmente no Brasil, visto que o país possui um grande 

potencial para a produção da goma, devido à disponibilidade de matéria-prima 

(BRANDÃO et al., 2008; FARIA et al., 2011; GOMES et al. 2009).   

Entretanto, as propriedades deste biopolímero ainda não haviam sido  

exploradas com a profundidade deste estudo, englobando num só trabalho a produção 

e a caracterização estrutural, coloidal  e reológica, além de estudos de estabilidade e 

agregação em solução, que por sua vez são cruciais para o entendimento do 

comportamento espessante. 

Já fazem alguns anos que os polímeros naturais têm sido estudados para uso 

em SLCs, por serem biocompatíveis e apresentarem farmacocinética potencialmente 

favorável na circulação (ZHANG, Y. et al., 2013). Foi relatado que Xant tem sido 

estudada para fabricação de matrizes em SLCs, tais como levofloxacino, cafeína e 

indometacina (EL-ZAHABY et al., 2014; TALUKDAR e KINGET, 1995). Apesar de 

existirem na literatura diversos SLC de Dox a partir de matrizes diversas (STOLLER 

et al., 1998; ZHANG, H. et al., 2013), não foi encontrado até o presente momento, 

nenhum estudo utilizando Xant como matriz, justificando assim a estratégia do 

presente trabalho. 

 

4 HIPÓTESES 

 

 Xants são polieletrólitos capazes de se auto-organizarem formando agregados 

supramoleculares em solução aquosa, de elevada viscosidade e 
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pseudoplasticidade, em função da concentração; de modo que à 2 g/L, já 

devem ter alcançado a concentração crítica de agregação (c**) e entrado no 

regime concentrado. 

 Ocorre interação eletrostárica entre a Xant, através de seus grupos ionizáveis 

de carga negativa (resíduos glucurônicos e pirúvicos), e a Dox, uma espécie 

catiônica, formando um complexo. 

 O complexo formado por Dox e Xant pode apresentar melhor ação 

antimicrobiana que a Dox pura frente à Staphylococcus aureus. 

 

5 OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Sintetizar a goma xantana a partir de glicose. 

 Caracterizar o composto sob os pontos de vista estrutural, coloidal e reológico, 

visando avaliar seu estado de agregação em solução aquosa. 

 Sinterizar e caracterizar o complexo supramolecular formado pela Xant com Dox 

(Dox/Xant). 

 Investigar a ação antimicrobiana do complexo Dox/Xant como sistema de 

liberação controlada de Dox. 

 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

 Avaliar a estrutura monomérica das Xants por espectroscopia na região do 

infravermelho (FTIR); 

 Avaliar o perfil térmico das Xants por análise termogravimétrica (TGA) e por 

análise térmica diferencial (DTA); 

 Avaliar a estabilidade das Xants em solução aquosa através de medidas de 

potencial zeta (ZP) e condutividade elétrica. 

 Determinar o diâmetro hidrodinâmico das moléculas/agregados de goma 

xantana em solução aquosa por espalhamento de luz dinâmico (DLS); 
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 Determinar o potencial zeta (ZP) das moléculas/agregados de Xant em solução 

aquosa, por velocimetria doppler com análise de fase por espalhamento de luz 

dinâmico (PALS); 

 Determinar os regimes de concentração das soluções de Xant, por reologia 

estacionária. 

 Analisar o comportamento reológico estacionário das soluções 

macromoleculares através da identificação do tipo de fluido, construindo curvas 

de fluxo e de viscosidade; 

 Avaliar a microestrutura das soluções poliméricas por reologia dinâmico-

oscilatória; 

 Preparar o complexo Dox/Xant; 

 Determinar parâmetros termodinâmicos de interação da Xant com a Dox por 

calorimetria isotérmica de titulação (ITC). 

 Identificar quais são os grupos funcionais que interagem no complexo Dox/Xant 

por espectroscopia na região do infravermelho (FTIR); 

 Identificar possíveis diferenças nos perfis térmicos das amostras complexadas 

em relação aos precursores e às misturas mecânicas, por análise 

termogravimétrica (TGA) e por análise térmica diferencial (DTA); 

 Avaliar o efeito da adição de Dox nas propriedades reológicas da solução aquosa 

Xant. 

 Avaliar a ação antimicrobiana dos complexos Dox/Xant, comparando-se com a 

Dox pura. 

 

6 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

A fim de organizar da melhor forma os dados, visando uma maior compreensão 

do trabalho, o capítulo 6 apresenta duas seções secundárias, onde a 6.1 trata do 

processo de produção e  caracterização da Xant pura, tanto no estado sólido, como 

em solução/suspensão. As análises no estado sólido relacionam-se à caracterização 

estrutural e térmica; em solução/ suspensão, referem-se a estudos de estabilidade, 

de agregação e reológicos. Para a maioria dos expermentos foram utilizadas amostras 

a 2 g/L, visto ser uma concentração supostamente superior à c**, as quais foram 

solubilizadas em H2O, considerando que em tampão poderia ocorrer precipitação, 
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devido ao excesso de íons. Já a seção 6.2 aborda a Xant complexada com a Dox, 

incluindo os ensaios biológicos. 

 

6.1 XANTANA PURA 

 

6.1.1 Materiais e reagentes utilizados  

 

 H2O ultrapura tipo 1, utilizada no preparo de soluções de Xant; 

 Glicose, K2HPO4, NH4Cl, NaCl, MgSO4 e extrato de levedura; 

 Xanthomonas campestris pv. manihotis n° 1182. 

 

6.1.2 Produção de xantanas  

 

As Xants foram biossintetizadas no Departamento de Farmácia da 

Universidade Federal de Juiz de Fora, campus sede (UFJF-JF), através da 

colaboração dos Professores Dr. Humberto Moreira Hungaro e Dra. Mírian Pereira 

Rodarte. 

 

Preparo do inóculo 

 

Foi elaborado um meio de cultivo mínimo composto por: 1,5% (p/v) glicose, 0,5% 

(p/v) K2HPO4, 0,2% (p/v) NH4Cl, 0,1% (p/v) NaCl, 0,01% (p/v) MgSO4 e 0,1% (p/v) 

extrato de levedura, com ajuste de pH entre 7,0 – 7,2 a 25 °C. O meio  foi esterilizado 

em autoclave a 121 °C por 15 minutos e armazenado sob refrigeração 10 °C até sua 

utilização. Foi utilizada estirpe de Xanthomonas obtida da Coleção de Culturas de 

Fitobactérias do Instituto Biológico - IBSBF de Campinas/SP: Xanthomonas 

campestris pv. manihotis n° 1182.  

O caldo de cultivo mínimo (20 mL) foi distribuído em erlenmeyer de 50 mL e 

adicionada uma alçada calibrada (10 µL) da estirpe. Em seguida, foi colocado em 

incubadora com agitação de 150 rpm, por 24h, a 30°C. Após o tempo de incubação, 

foi ajustada a densidade ótica do caldo fermentado para a concentração microbiana 

equivalente a 0,3 unidades, por espectrofotometria a 600 nm.  
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Fermentação  

 

Para a fermentação foi utilizado o caldo de cultivo mínimo distribuído em 

erlenmeyers de 250 mL, contendo 90 mL do meio previamente esterilizado. Foram 

transferidos 10 mL do inóculo, completando o volume para 100 mL. O cultivo foi 

realizado em duplicata, a 30 °C e agitação de 150 rpm por 72 h, obtendo-se as 

xantanas denominadas XantG1 e XantG2, que serão estudadas neste trabalho. 

 

Precipitação e recuperação  

 

Para precipitação da Xant foi adicionado álcool etílico 92 °GL na proporção de 

3:1 (álcool: meio fermentado). Após precipitar, a Xant foi recuperada por filtração a 

vácuo, utilizando filtros de tecido de nylon (abertura 77 microns e espessura 80 

microns), previamente secos em estufa a 60°C por 1 h. A secagem da goma foi feita 

em estufa a 60 °C por 12 h.  

 

6.1.3 Espectroscopia na região do infravermelho 

 

As Xants biossintetizadas foram caracterizadas no estado sólido por 

espectroscopia na região de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) para 

a identificação dos principais grupos funcionais presentes em sua  estrutura.  

Os experimentos foram realizados utilizando um espectrômetro Perkin Elmer 

(Modelo Spectrum GX, Boston, MA, USA). Pastilhas contendo ≈ 2 mg de cada 

amostras, foram preparadas separadamente usando brometo de potássio (KBr) como 

suporte. Os espectros foram adquiridos em um intervalo de número de onda de 4000 

a 500 cm-1, com resolução de 4 cm-1 e uma média de 12 varreduras, utilizando o 

programa Perkin Elmer Spectrum ES (versão do aplicativo: 10.03.08.0133). Os dados 

foram exportados para o Microcal Origin®  9.0 para edição. Este procedimento está 

esquematizado na (Figura 5). 
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Figura 5- Preparação das amostras para obtenção dos espectros na região do infravermelho. 

 
Fonte: A autora (2018). 

 

6.1.4 Análises térmicas (curvas TGA e DTA)  

 

O comportamento térmico dos biopolímeros foi avaliado por análise 

termogravimétrica (TGA) e análise térmica diferencial (DTA). Foi utilizado um módulo 

DTA/TGA, STA7200RV da HITACHI (Figura 6). As análises foram realizadas em 

atmosfera oxidante (ar) a 300 mL/min, com rampa de temperatura de 10 a 800 ºC e a 

uma taxa de aquecimento de 10°C/min. Durante os experimentos, foram utilizados 

cadinhos de platina e massa aproximada de 2 mg para cada amostra, no estado 

sólido. 

 

Figura 6- Equipamento da HITACHI utilizado para as análises térmicas. 

 
Fonte: A autora (2018). 

 

6.1.5 Estudo de estabilidade das xantanas em solução 

 

A fim de se avaliar a estabilidade das amostras em H2O, foram realizadas 

medições de potencial zeta (ZP) e condutividade elétrica de soluções com 

concentração de 2 g/L, ao longo de 23 dias consecutivos, excluindo-se apenas os 

domingos, totalizando 21 medidas nesse intervalo de tempo. Foi usada H2O para a 

solubilização das amostras, visto que em tampão poderia ocorrer precipitação, devido 

ao excesso de íons. Decorridos cinco dias após a última medida, o ZP e a 
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condutividade foram medidos novamente. As análises foram realizadas com o 

emprego do medidor de potencial zeta “ZetaSizer Nano ZS90” da Malvern, através da 

técnica padrão Malvern velocimetria por laser doppler (Laser Doppler Velocimetry) 

acoplado com “M3-PALS análise de fase por espalhamento de luz (Phase Analysis 

Light Scattering)”, a um ângulo de espalhamento de luz a 173º. As amostras foram 

inseridas em cubeta capilar de polietileno, acoplada a eletrodos. Os valores finais de 

ZP e condutividade elétrica foram calculados como a média de 5 medidas 

independentes, cada qual obtida pela média de 10 contagens. 

 

6.1.6 Estudo de agregação das xantanas. 

 

O caráter nanométrico, bem como a possibilidade de agregação das amostras 

foi avaliado por medidas de tamanho de partículas em solução aquosa (diâmetro 

hidrodinâmico, Dh) por espalhamento de luz dinâmico (Dynamic Light Scattering – 

DLS). Os experimentos foram realizados no módulo fotométrico de DLS, Zeta Sizer 

NanoZS90 da Malvern, a 25 ºC, após 30s de equilíbrio térmico. 

Foi utilizada uma cubeta descartável de polietileno de 1 cm de caminho óptico, 

padrão Malvern, submetida a um feixe de luz monocromático (laser He–Ne de 4 mW 

de potência e comprimento de onda de 633 nm), com intensidade de luz espalhada 

medida a 90°. O Dh foi determinado pela média de 5 medidas independentes, cada 

uma delas obtida a partir da média de 5 contagens. O tratamento dos dados foi 

executado com o auxílio do programa Microcal Origin® 9.0. As medidas foram 

realizadas com amostras em diferentes concentrações, conforme demonstrado na 

Figura 7. 

 

Figura 7- Diluições das amostras de xantana e leitura por fotometria de DLS. 
 

 

Fonte: A autora (2018). 
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As amostras usadas nos experimentos de DLS foram também submetidas à 

medidas de ZP e condutividade elétrica. A técnica, a cubeta e as configurações para 

estas medidas foram as mesmas utilizadas nos estudos de estabilidade em solução. 

 

6.1.7 Determinação dos parâmetros reológicos das soluções 

  

A identificação do perfil newtoniano e/ou não newtoniano dos fluidos foi realizada 

por reologia estacionária, através da construção de curvas de fluxo e de viscosidade, 

varrendo-se a tensão de cisalhamento () em função da taxa de cisalhamento (φ), 

utilizando um reômetro rotacional estacionário de taxa de tensão controlada DHR-1 

da T.A. Instruments®, 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) (Figura 8).  

 

Figura 8- Reômetro dinâmico híbrido DHR-1 da T. A. instruments®. 

 

Fonte: A autora (2018). 

 

Inicialmente, foi feita a determinação dos regimes de concentração das soluções 

de Xant, por reologia estacionária à 25 ºC, em taxa de cisalhamento igual a 95 s-1. Foi 

utilizada a amostra XantG2, nas mesmas concentrações utilizadas nos experimentos 

de DLS, as quais variaram entre 0,005 à 2 g/L. 

Com o objetivo de se classificar as amostras quanto ao comportamento 

reológico, foram realizados experimentos em modo de cisalhamento estacionário 

(modo rotacional) à 25 ºC, a uma concentração de 2 g/L. As amostras foram pré-

cisalhadas por 10 s e, em seguida, foram submetidas a um ciclo de cisalhamento: de 

10 a 1000 s-1 e 1000 a 10 s-1. A taxa de cisalhamento foi variada em 48 etapas 

linearmente espaçadas, levando 10 s para ser concluída. Os dados foram inicialmente 

tratados usando o software TRIOS e, posteriormente, foram exportadas para o 

software Microcal Origin® 9.0. Os experimentos foram realizados em duplicata, de 
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modo que cada ponto com a sua barra de erro foi a média de duas medições 

independentes.   

Em seguida, foram realizados ensaios reológicos dinâmicos oscilatórios. A 

primeira série teve como objetivo a verificação da região de viscoelástica linear (LVE), 

especialmente, qual o limite máximo de amplitude de deformação em que tal região 

se mantém linear, ou seja, onde a estrutura do material é preservada, para posterior 

varredura de frequência. Assim, foi realizada uma varredura crescente de deformação, 

na faixa de 1 à 100%. 

Já a segunda série de experimentos em modo oscilatório teve como objetivo 

avaliar a estrutura do sistema, através da separação das contribuições elástico 

(comportamento sólido) e viscosa (comportamento fluido) das soluções, através da 

determinação dos módulos de armazenamento (storage modulus – G’, parte real do 

módulo cisalhamento complexo) e de perda (loss modulus – G’’, parte imaginária do 

módulo cisalhamento complexo) (BARNES et al., 1989; CASSU e FELISBERTI, 

2005). As varreduras de frequência foram realizadas entre 0 e 20 Hz, mantendo a 

temperatura fixa em 25 ºC.  

 

6.2 XANTANAS COMPLEXADAS COM DOXICICLINA  

 

6.2.1 Matérias-prima e reagentes utilizados 

 

 XantG1 e XantG2 previamente biossintetizadas. 

 Cloridrato de Doxiciclina (Sigma aldrich); 

 H2O ultrapura tipo 1,  para o preparo das soluções;  

 Solução salina; 

 Caldo Ágar Mueller Hinton; 

 Álcool isopropílico acidificado; 

 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazolium (MTT); 

 Staphylococcus aureus (32388602). 

 

6.2.2 Preparo do complexo Dox/Xant  

  

Com a utilização de provetas de 10 mL, soluções de Dox e Xant, 4 mg de Xant 

para 7,5 mL de água tipo 1 e 1 mg de Dox para 2,5 mL de água tipo 1, foram 
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solubilizadas separadamente. A solução de Xant foi mantida em sonicador a 40 ºC, 

por 60 min, para melhor solubilização. Em seguida misturada à solução Dox em um 

tubo Falcon de 15 mL. A suspensão foi congelada e liofilizada (Figura 9). O sólido 

obtido, complexo Dox/Xant,  foi submetido à caracterização por FTIR e análises 

térmicas. 

 

Figura 9- Processo de obtenção do complexo Dox/Xant.  

 
Fonte: A autora (2018). 
 

Para efeito de comparação nas análises no estado sólido, a mistura mecânica 

(MM) de Xant com Dox foi preparada na proporção 1:4, sendo homogeneizada em 

grau de porcelana com auxílio de pistilo e acondicionada em microtubo (Figura 10).  

 

Figura 10- Processo de preparação da mistura mecânica Dox+Xant. 

 
Fonte: A autora (2018). 

 

6.2.3 Espectroscopia na região do infravermelho 

 

Os espectros na região do infravermelho médio (4000 a 500 cm-1) da Dox, do 

complexo Dox/Xant e da MM foram obtidos utilizando o mesmo equipamento e as 

mesmas configurações utilizadas para caracterização das Xants puras. Foram 

preparadas pastilhas de KBr contendo as amostras separadamente. 
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6.2.4 Análises térmicas (curvas TGA e DTA) 

  

Foram realizadas análises térmicas da Dox pura, do complexo Dox/Xant 

liofilizado e da MM. O mesmo equipamento utilizado para as análises térmicas de Xant 

pura foi usado para adquirir as curvas TGA e DTA. As condições de análise foram 

similares às descritas acima. 

 

6.2.5 Titulações por condutividade elétrica e potencial zeta 

 

Titulações com medidas de valores de potencial zeta dos complexos Dox/Xant 

foram realizadas com 30 injeções de 10 L de solução de Dox na concentração 30 

mM em 1,5 mL de solução de Xant a uma concentração de 4 g/L. Foi utilizada cubeta 

capilar de polietileno, acoplada a eletrodos, assim como o mesmo equipamento e as 

mesmas configurações empregadas para os experimentos descritos acima. As 

medidas foram iniciadas antes da primeira titulação e sequencialmente ao longo das 

30 titulações. O ZP foi calculado pela média de 5 medidas independentes, cada uma 

delas obtida a partir da média de 5 contagens. 

 

6.2.6 Titulações por calorimetria de titulação isotérmica  

 

Alterações nas propriedades termodinâmicas em decorrência da complexação 

foram investigadas por microcalorimetria isotérmica de titulação. Essas análises foram 

realizadas em um Microcalorímetro VP-ITC da Microcal (Figura 11) utilizando os 

seguintes parâmetros experimentais: 40 injeções automáticas de 6,3 L de titulante 

(solução de Dox a 30 mM) em 1,5 mL do titulado (solução de Xant 4,2 g/L). 

Temperatura dos experimentos 25 °C, rotação de 300 rpm. A primeira injeção de 1L 

foi descartada a fim de eliminar os efeitos de difusão de material da seringa para a 

célula e vice-versa. Os experimentos de referência (branco), consistiram de titulação 

da Dox a 30 mM em 1,5 mL de água ultrapura tipo 1. Os experimentos foram 

realizados em duplicata e os dados tratados com o auxílio do programa Microcal 

Origin®  9.0.   
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Figura 11- Calorímetro de titulação isotérmica e itens anexos. 

 
Fonte: A autora (2018). 

 

6.2.7 Determinação dos parâmetros reológicos das soluções 

 

O comportamento reológico da solução do complexo Dox/Xant foi avaliado 

utilizando o mesmo equipamento utilizado para as análises de Xant pura. 

Inicialmente, procedeu-se com o experimento de titulação viscosimétrica, 

utilizando-se as mesmas proporções dos experimentos de ITC, porém, da seguinte 

forma: com o auxílio de uma pipeta automática, foram realizadas 41 titulações de 63 

L de titulante (solução Dox a 15 mM) em 15 mL do titulado (solução de Xant a 2 

mg/mL), anotando-se manualmente os valores de viscosidade a cada titulação. Os 

dados foram plotados no programa Microcal Origin®  9.0. 

Após a titulação, a suspensão residuária contendo complexo Dox/Xant na razão 

0,00105 mol/g foi submetida a cisalhamento estacionário em função da taxa de 

cisalhamento e da temperatura. As curvas de fluxo e viscosidade foram construídas a  

25 ºC e taxas de cisalhamento entre 1 a 1000 s-1 e de 1000 a 1 s-1. Os experimentos 

em função da temperatura foram realizados varrendo-se a temperatura no intervalo 

de 5 a 60 oC aproximadamente, a uma taxa de cisalhamento de 100 s-1. 

 

6.2.8 Ensaios antimicrobianos 

 

Microrganismo utilizado 

 

Foi utilizada uma linhagem de Staphylococcus aureus (32388602),  a qual estava 

armazenada em ágar Muller Hinton (MH), em geladeira, pertencente à coleção de 
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micro-organismos do Laboratório de Microbiologia da Universidade Federal de Juiz de 

Fora-Campus Governador Valadares, onde os ensaios foram realizados. 

Determinação da dose letal mediana 

 

 O teste para a determinação da dose letal mediana (DL50) foi realizado em placa 

de microdiluição de 96 poços, empregando o método de diluição seriada em caldo 

para a solução de Dox e xantanas (XantG1 e XantG2), conforme teste padrão de 

susceptibilidade antimicrobiana do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 

2015), com modificações. Primeiramente foi realizada diluição seriada da solução Dox 

(1 g/L) em meio de cultura MH, de modo a alcançar no poço concentrações que 

variaram de 16 μg/mL a 0,3125 μg/mL. O mesmo procedimento foi realizado para as 

soluções de XantG1 e XantG2 (1 g/L), separadamente, de modo a alcançar no poço 

concentrações que variaram de 66 μg/mL a 0,12 μg/mL. Os cálculos e os 

procedimentos foram efetuados de modo a obter a proporção 1 mmol de Dox para 2 

g de Xant, visto ser a proporção encontrada através das análises de interação no ITC.  

Já para o inóculo bacteriano, a linhagem foi repicada 16 horas antes da execução 

do experimento e mantida em estufa a 37 ºC. A suspensão microbiana foi preparada 

em solução salina 0,9% até a obtenção de uma turvação equivalente à escala 0,5 de 

MacFarland. O inóculo foi diluído em caldo MH  e adicionado à placa de microdiluição. 

Às fileiras A e B foram adicionadas as diluições de Dox mais o meio MH. Às fileiras C 

e D foram adicionadas as diluições de Dox mais as diluições de solução XantG1, 

formando o complexo Dox/XantG1. Da mesma forma procedeu-se para com as fileiras 

E e F, de modo a formar o complexo Dox/XantG2 (Figura 12). Como controle positivo 

foi adicionado o inóculo mais o meio MH, sem adição de droga. Já como controle 

negativo foi utilizado o meio MH.  

A placa foi incubada por 24 h a 37 ºC. A leitura foi realizada após adição do 

corante 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazolium (MTT), onde a DL50 

foi considerada a menor concentração que inibiu 50% da atividade metabólica 

microbiana em comparação com o controle positivo. Para tanto, foram adicionados 20 

μL de MTT, Sigma (1 g/L) a cada orifício, deixando, em seguida, a placa incubada a 

37 ºC. Decorrida 1 hora, foi adicionado 100 μL de álcool isopropílico acidificado e 

realizada a leitura no leitor de microplacas Thermo Electron oy (modelo Multiskan FC), 

a 570 nm. A atividade metabólica foi calculada pela absorbância de cada teste x 
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100/média da absorbância do controle positivo. Os experimentos foram realizados em 

duplicata. 

 

Figura 12- Representação esquemática. Placa de microdiluição de dose letal mediana de Dox pura e 
complexos Dox/Xant. 

 

(16,0000 μg/mL a 0,3125 μg/mL), concentrações referentes à doxiciclina. 
Fonte: A autora (2018). 

 

Curva de morte  

 

A fim de se investigar possíveis diferenças no tempo de inibição da atividade 

metabólica microbiana, foi realizado ensaio de curva de tempo-morte  frente à S. 

aureus 32388602.  

O inóculo foi preparado conforme descrito no teste para a determinação da DL50 

e as concentrações usadas da droga foram 0,06 μg/mL e 0,25 μg/mL. As placas foram 

montadas conforme representado na Figura 13. O ensaio incluiu controle negativo, 

no qual as cavidades foram preenchidas com 105 μL apenas de meio MH, já os 

orifícios do controle positivo, foram preenchidos com 100 μL de meio MH e 5 μL de 

inóculo bacteriano. Aos demais orifícios foram adicionados 50 μL da solução de Dox, 

mais 50 μL de MH (orifícios destinados à Dox pura) ou 50 μL das respectivas soluções 

Xant (orifícios destinados aos complexos Dox/Xant) e 5 μL do inóculo bacteriano. A 

placa foi incubada a 37 ºC por 24 horas e durante este período foram realizadas 

leituras utilizando um leitor de microplacas Thermo Electron ou (modelo Multiskan FC), 

a 570 nm, em diferentes intervalos de tempo, começando com o momento da 

inoculação (tempo zero) e seguindo com leituras em 2, 4, 8, 12, 16, 18 e 24 horas. 

Nos intervalos pré-determinados, foram adicionados 20 μL de MTT (1 g/L) a cada 
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orifício, conforme descrito anteriormente, deixando, em seguida, a placa incubada a 

37 ºC. Decorrida 1 hora, foram adicionados 100 μL de ácool isopropílico acidificado, 

removidas alíquotas de 100 μL de cada poço e plaqueadas em outra placa de 

microdiluição de 96 poços e realizada a leitura. Decorridas as 24 horas e realizadas 

as 8 leituras, a curva de morte foi plotada a partir da porcentagem de atividade 

metabólica obtida nos respectivos intervalos (absorbância de cada teste x 100/média 

da absorbância do controle positivo). 

 

Figura 13- Representação dos pontos de aplicação dos compostos. Placa de microdiluição  com Dox 
pura e complexos Dox/Xant (Curva de morte, S. aureus 32388602). 

 

 
Fonte: A autora (2018). 
    

7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Da mesma forma que o capítulo 6, o capítulo 7 também foi dividido em duas 

seções secundárias: seção 7.1 trata dos experimentos envolvendo Xant pura e 7.2 

complexos Dox/Xant.  

 

7.1 XANTANAS PURAS 

 

O aspecto do polímero biossinterizado é mostrado na Figura 14. Após 

biossinterizadas, as amostras XantG1 e XantG2 foram submetidas à caracterização 

físico-química no estado sólido e em solução/suspensão.  
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Figura 14- Aspecto físico de amostra de xantana. 

 

Fonte: A autora (2018). 
 

7.1.1 Espectroscopia na região do infravermelho  

 

A espectroscopia na região do infravermelho  é uma técnica capaz de detectar a 

transição vibracional decorrente da ressonância entre a vibração molecular da matéria 

condensada e a radiação eletromagnética na região do infravermelho, sendo utilizada 

para identificar grupos funcionais presentes em compostos. FTIR é uma metodologia 

utilizada para detectar semelhanças ou diferenças nas estruturas químicas dos 

compostos (FARIA et al., 2011). 

A caracterização estrutural foi realizada para identificar e definir a estrutura 

primária de XantG1 e XantG2, visto ser um procedimento necessário e que deve 

anteceder os estudos de agregação. As amostras foram caracterizadas por FTIR a fim 

de compará-las com outras Xants disponíveis na literatura, através da identificação 

dos principais grupos funcionais presentes na molécula.  

A região estudada compreendeu a janela espectral entre 500 a 4000 cm-1. Os 

espectros apresentaram grande semelhança entre si (Figura 15), mostrando que o 

processo é reprodutivo. Na Tabela 1 estão apresentadas as principais bandas 

observadas nos espectros da XantG1 e XantG2, os quais estão coerentes com a 

literatura. 
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Figura 15- Espectros na região do infravermelho para as xantanas XantG1 e XantG2. 
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Fonte: A autora (2018). 

 

Tabela 1 – Atribuições para as bandas mais importantes observadas na região do infravermelho para 
as xantanas XantG1 e XantG2. 
 

Número de onda cm-1 Atribuições 

XantG1 XantG2  

3435 3425 (O-H) do grupo hidroxila 
2924 2924 (C-H) do grupo metila  
1730 1730 (C=O) de ésteres e ác. carboxílicos 
1623 1630 (C=O) derivado da cetona do ác. pirúvico 
1412 1412 ang (C-H) de metila 
1060 1060 (C-O) de álcool (ligações glicosídicas) 

Fonte: A autora (2018). 

 

Nos espectros das Xants a banda em torno de 3430 cm-1 está relacionada à 

deformação axial dos grupos hidroxila (O-H) presentes na estrutura dos carboidratos 

(HASHEMI et al., 2014). A banda 2924 cm-1 refere-se à deformação axial do grupo 

metila (C-H) (POOJA et al., 2014). A banda observada na região de 1730 cm-1 

corresponde à deformação axial do grupo carbonila (C=O) dos derivados de ésteres 

e dos ácidos pirúvico e outros ácidos carboxílicos (FARIA et al., 2011). Segundo 

Gomes (2016), é um comportamento típico da Xant, ocorrendo devido aos 

estiramentos (C=O) dos resíduos de esterificação como o piruvil (CH3-CO-COO) e 

acetil (CH3–COO) e ao grupo –COOH do ácido glucurônico. A banda em torno de 1627 
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corresponde deformação axial de (C=O) de cetona presente no resíduo do ácido 

pirúvico (FARIA et al., 2011).  

Sinais em 1412 cm-1, referem-se à deformação angular ang (C-H) de metila 

(FARIA et al., 2011); em  1060 corresponde á deformação axial dos grupos (C-O) de 

álcool (Kumar et al., 2009). Vibrações em torno de 540 cm-1, referem-se à deformação 

axial de ligação (C-C), denominadas genericamente Vibrações esqueletais 

(impressão digital), geralmente fracas e sem qualquer importância para elucidação 

estrutural (FARIA et al., 2011). 

 

7.1.2 Análises térmicas (curvas TGA e DTA) 

  

Análise termogravimétrica (TGA) consiste em monitorar a variação da massa de 

uma amostra em função da temperatura ou do tempo em condições controladas de 

temperatura e atmosfera de gás (inerte ou oxidante) durante o experimento. Os 

resultados obtidos por essa análise são representados através da curva 

termogravimétrica que fornece  o percentual de massa (Massa %) em função da 

temperatura (CALDERINI e PESSINE, 2008). Já a análise térmica diferencial (DTA) 

mede o fluxo  de calor resultante  da diferença entre a temperatura  da amostra  e do 

material de referência (termicamente inerte) em função do tempo, permitindo assim 

determinar a ocorrência de eventos  endotérmicos ou exotérmicos durante o 

aquecimento da amostra (GIOLITO e IONASHIRO, 1988). 

As curvas TGA e DTA das amostras de XantG1 e XantG2 estão representadas 

na Figura 16. Os dados relacionados aos eventos térmicos ocorridos na amostra 

estão listados na Tabela 2.  
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Figura 16-  A) Curva termogravimétrica das xantanas XantG1 e XantG2 em atmosfera oxidante (ar). 
B) Curva térmica diferencial das mesmas amostras e nas mesmas condições. 

0 200 400 600 800

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

 XantG
1

 XantG
2

%
 m

/m
0

T / 
o
C

A

0 100 200 300 400 500 600 700 800

-20

-10

0

10

20

30

40

50

D
T

A
 /

 (
m

V
)

T / (
o
C)

 XantG
1

 XantG
2

B)

E
n

d
o

E
x
o

  
Fonte: A autora (2018). 

 

Tabela 2 - Tabela com os principais eventos térmicos atribuídos às xantanas XantG1 e XantG2. 

 

Material 1ª Perda de 

massa (%) 

Intervalo de 

temp (ºC) 

2ª Perda de 

massa (%) 

Intervalo de 

temp. (ºC) 

3ª Perda de 

massa (%) 

Intervalo de 

temp. (ºC) 

XantG1 7 30-170 38 170-350 32 350-510 

XantG2 11 30-170 41 170-350 34 350-510 

Fonte: A autora (2018). 
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As duas amostras apresentaram três eventos de perda de massa,  sendo que: 

- O primeiro evento é endotérmico e ocorre  na faixa de 30 oC até 170 ºC com 

perda de massa de 7% para  XantG1 e 11% para  XantG2 atribuído à desidratação 

(FARIA et al. 2011); 

- O segundo evento é exotérmico e ocorre na faixa de 170 oC a 350 oC com perda 

de massa de 38% para  XantG1 e 41% para  XantG2 atribuído à primeira decomposição 

(ZOHURIAAN e SHOKROLAHI, 2004); 

- O terceiro é exotérmico e ocorre na faixa de  350 a 510 ºC com perda de massa 

de 32% para  XantG1 e 34% para  XantG2 que corresponde à carbonização da Xant 

(VILLETTI et al., 2002). 

No final do processo, XantG1 apresentou massa residual de 23% e XantG2 de  

14% acima de 500 oC, sugerindo a incorporação de cátions Na+/K+ por polímeros. Os 

cátions são oriundos dos sais utilizados no meio de produção ou adicionados após 

fermentação e ligam-se a resíduos ácidos presentes na molécula de Xant (KLAIC et 

al., 2011). 

Os dados observados para as Xants são semelhantes àqueles apresentados por 

outras Xants nos trabalhos de Faria et al. (2011) e  Zohuriaan e Shokrolahi (2004). 

 

7.1.3 Estudo de estabilidade das xantanas 

 

A Figura 17 mostra o resultado de 21 medições de ZP e condutividade elétrica 

de dispersões das duas amostras de Xant a 2 g/L, ao longo de 23 dias consecutivos. 

Como pode ser observado, os valores de condutividade elétrica praticamente não 

variaram, sugerindo estabilidade molecular dentro do período de estudo. Caso 

houvesse algum fenômeno de decomposição, a concentração de íons deveria 

aumentar ou diminuir, levando a alterações na condutividade elétrica. 

Todavia, o potencial zeta sofreu uma pequena variação, que pode ser 

resultante da incorporação de CO2 nas amostras, formando íons HCO3
- ou CO3

2-, 

numa quantidade indetectável por condutimetria, mas que por sua vez poderiam se 

adsorver sobre as moléculas causando mudanças no potencial zeta, visto que este é 

influenciado não só pela dissociação dos grupos funcionais na superfície da partícula, 

mas também pela adsorção de espécies iônicas presentes no meio dispersante 

(SCHAFFAZICK et al., 2003). Contudo, sugere uma baixa possibilidade de 

coalescência e sedimentação, visto que a variação foi de -56 mV para cerca de -32 
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mV, magnitude suficiente para manter a estabilização eletrostática de nanoestruturas, 

considerando que esta deve ser superior a |20| mV para produzir sistemas estáveis 

durante o armazenamento a longo prazo (PIORKOWSKI e MCCLEMENTS, 2014). 

 

Figura 17- A) Valores de condutividade elétrica de xantanas XantG1 e XantG2 a 2 g/L, medidos por 
PALS, a 173° e 25 °C, ao longo de 23 dias. B) Valores de ZP nas mesmas condições.  
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Fonte: A autora (2018). 
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7.1.4 Investigação do estado de agregação das xantanas 

 

O conhecimento do regime de concentração de um biopolímero, bem como seu 

estado de agregação é de grande importância tecnológica, uma vez que permite 

prever seu  comportamento em solução, preparar soluções mais adequadas, de 

acordo com o tipo de análise e enfim, realizar uma melhor aplicação (DIAZ, 2008). 

A técnica espalhamento de luz dinâmico (DLS), a qual é não perturbativa, é 

usada para medir o coeficiente de difusão de moléculas em solução. O coeficiente de 

difusão, o qual tem dimensões de (comprimento)2/tempo (m2/s), é uma média da 

trajetória difusional de uma molécula individual (DIAZ, 2008). Consiste em uma  

técnica para caracterizar o tamanho das dispersões coloidais utilizando a  iluminação 

de uma suspensão de partículas ou moléculas que apresentam movimento Browniano 

aleatório por um feixe de lazer (PETERS, 2000; PECORA, 2013). Partículas em 

suspensão se movem de forma rápida e aleatória, como resultado da colisão de umas 

com as outras ou destas com as moléculas do solvente, o que pode levar à formação 

de aglomerados (TANTRA et al., 2010). Em geral, pequenas partículas movimentam-

se relativamente mais rápido em líquidos, em relação a partículas maiores, as quais 

se movimentam mais lentamente (PADUA e WANG, 2012).  

O comportamento das moléculas poliméricas em solução depende fortemente 

da concentração do polímero. O intervalo da concentração de um polímero pode ser 

dividido em três diferentes regimes: diluído, semidiluído e concentrado, como ilustrado 

na Figura 18 (KARLSON, 2002).  No regime diluído, as cadeias poliméricas individuais 

ou agregados movem-se independentemente umas das outras, visto que a média do 

diâmetro hidrodinâmico de cada uma é menor que a distância entre elas.  

 

Figura 18- Intervalos de concentração polimérica: solução diluída (c < c*), solução semidiluída (c > 
c*) e solução concentrada (c > c**). 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (KARLSON, 2002). 

 

c < c* c > c* c > c** 
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No regime semidiluído o diâmetro hidrodinâmico médio é maior que a distância 

entre cadeias poliméricas, as quais começam a se sobrepor. A concentração onde tal 

fenômeno ocorre é conhecida como concentração crítica de sobreposição – c* 

(HOFER, 1991; KARLSON, 2002) e ocorre a aproximadamente 10% p/v. Ocorre um 

entrelaçamento entre as moléculas formando uma rede polimérica transitória que 

pode ser detectada pelo aumento dramático da viscosidade da solução polimérica 

(KARLSON, 2002). 

A transição do regime semidiluído para o concentrado é chamada concentração 

crítica de agregação – c**, no qual as moléculas adquirem concentração máxima 

ocasionando a formação de uma rede tridimensional emaranhada e contínua (NASH 

et al., 2002). No regime concentrado ocorrem intensas interações polímero-polímero, 

as quais causam menor mobilidade entre as moléculas, ou seja, há um decréscimo 

no coeficiente de difusão translacional (DIAZ, 2008). 

No presente trabalho, foram realizadas medidas de DLS para determinação do 

tamanho das partículas de Xant (diâmetro hidrodinâmico, Dh), a fim de avaliar seu 

estado de agregação em solução aquosa (Figura 19). 

 

Figura 19- Valores de diâmetro hidrodinâmico para xantanas XantG1 e XantG2 em função da 
concentração, medidos por DLS, com ângulo de espalhamento a 90º à 25ºC. 
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Os dados de DLS mostraram a existência de três regiões de tamanho de 

partícula em função da concentração de Xant. Na região inicial, com o aumento da 

concentração, a distância média entre as cadeias poliméricas diminui, as quais  

começam a se tocarem e entrelaçarem, ocasionando um pronunciado aumento do Dh 

até concentração por volta de 0.1 g/L, sugerindo a formação de emaranhados 

moleculares tridimensionais, pela agregação de nanoestruturas, e o alcance do 

regime semidiluído. Acima da concentração de  0,75 g/L observa-se um novo 

aumento no tamanho de partícula, provavelmente resultante de espessamento dos 

emaranhados, como consequência da inexistência de espaço suficiente para as 

cadeias poliméricas se movimentarem . 

Diaz (2008) examinou o regime de concentração de goma Xant, sintetizada pela 

bactéria Xanthomonas arboricola pv pruni, utilizando a técnica DLS, através da 

determinação das concentrações que limitam estes regimes. Foi observada a 

concentração crítica de agregação (c*) em 1,3 x 10-2  g/L e a de sobreposição (c**) em 

1,1 x 10-1 g/L. Portanto, os resultados obtidos no presente trabalho, apesar de um 

pouco superiores, apresentam certa similaridade com os dados apresentados por Diaz 

(2008). Os resultados também foram muito parecidos com os encontrados por Nash, 

Pinder, Hemar & Singh, (2002), através de DLS, onde a c** foi igual a 0,6 g/L. 

Quando uma partícula carregada é dispersa, uma dupla camada adsorvida, 

conhecida como dupla camada elétrica (EDL), desenvolve-se em sua superfície 

(RUIZ-CABELLO et al., 2014).  

A camada mais interna, denominada camada de Stern, constitui a parte fixa, 

formada por íons de carga contrária à superfície da partícula (ALLEONI e CAMARGO, 

1994). Devido ao campo eletrostático das nanoestruturas carregadas, uma camada 

difusa composta por íons/moléculas de cargas iguais e opostas desenvolve-se, além 

da camada de Stern, e junto com esta, forma a EDL. (BHATTACHARJEE, 2016).  

Quando um campo elétrico é aplicado à dispersão, as partículas carregadas se 

movem para o eletrodo oposto (eletroforese). Dentro da camada difusa há um plano 

hipotético que atua como a interface entre as partículas em movimento e a camada 

de dispersante ao seu redor durante a eletroforese. Este plano é o plano de 

cisalhamento característico e o ZP é o potencial dessa interface de partículas e fluidos 

(Figura 20) (BHATTACHARJEE, 2016). 

O ZP reflete a diferença de potencial entre a EDL de partículas 

eletroforeticamente móveis e a camada de dispersante em torno delas no plano de 
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cisalhamento (BHATTACHARJEE, 2016). Se o ZP de uma partícula e a superfície 

apresentarem sinais opostos, a partícula será atraída para a superfície. Se ao 

contrário, apresentarem mesmo sinal, a partícula será repelida da superfície (NISHI e 

DOERING, 2000). 

As investigações sobre o ZP são muito úteis, pois podem fornecer informações 

sobre a magnitude da carga superficial de uma partícula e, portanto, sobre a 

estabilidade de uma partícula em um meio contínuo. Um sistema de partículas com 

ZP fora do limite de +30 e -30 mV é considerado estável, pois as partículas se repelem 

e não ocorrem aglomerações. Pelo contrário, se o ZP varia entre esses dois valores, 

o sistema é considerado instável, visto que a repulsão eletrostática entre as partículas 

é insuficiente para evitar aglomerações (BRUNCHI et al., 2016). 

 

Figura 20- Dupla camada elétrica em uma partícula carregada negativamente. 

 

Fonte: (BHATTACHARJEE, 2016). 

 

A Figura 21 (A) mostra os valores de ZP em função da concentração de Xant. 

Como pode ser observado, as amostras estudadas apresentaram valores de ZP 

elevados, negativos e semelhantes, demonstrando semelhança quanto ao caráter 

iônico e alta estabilidade coloidal. A Xant é um polissacarídeo que apresenta carga 

negativa devido à presença de sais de ácidos acético e pirúvico em sua molécula 

(GARCIA-OCHOA et al., 2000), daí os valores negativos de ZP.  

Os resultados mostram um drástico aumento, em módulo, no valor de ZP até a 

concentração próxima de 0,1 g/L (c*), acompanhando o aumento do Dh nessa mesma 

faixa. Após tal concentração os valores de ZP passam a aumentar muito sutilmente.  

 

 



56 
  

Figura 21- A) Valores de potencial zeta de xantanas XantG1 e XantG2 em concentrações de 0,005 a 2 
g/L, medidos por PALS, com ângulo de espalhamento de 173°, a 25 °C. B) Valores de condutividade 
elétrica das mesmas amostras, nas mesmas condições dos experimentos. 
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Esses dados mostram que a curva de ZP acompanha o comportamento da curva 

de Dh da Figura 19. Nas concentrações inicias, até 0,1 g/L, onde os valores de ZP 

são próximos à -30 mV, há um aumento mais drástico no Dh das partículas, como 

resultado das interações entre as moléculas ou dos seus agregados, resultando na 

formação de um emaranhado. Portanto, com esse rápido aumento no tamanho deve 

ocorrer o estabelecimento de um elevado potencial eletrostático na superfície desses 

agregados, o qual deve ser responsável por promover uma atração espontânea de 

contraíons. Com a formação dos emaranhados, a mudança na concentração das 

cargas superficiais, e consequentemente a variação do potencial zeta, passa a ser 

baixa, mesmo quando os emaranhados entram no regime concentrado. 

Isso indica que a concentração c* é a que define estados diferentes de 

agregação. Por isso as mudanças são mais bruscas. Já a concentração c** define 

apenas as regiões em que os emaranhados já formados começam a interagir 

formando uma rede tridimensional contínua de interações. Por essa razão, o Dh muda 

pouco e o ZP praticamente não se altera. 

A Figura 21 (B) mostra os valores de condutividade elétrica para as mesmas 

soluções do experimento de DLS. A condutividade elétrica de uma solução depende 

tanto no número de íons por unidade de volume quanto da sua mobilidade em solução 

(MACFARLANE e FUOSS, 1957). Portanto, para uma determinada amostra de Xant 

em água, a condutividade é dada pelos resíduos dos ácidos glucurônico e pirúvico (-

COO-) e cátions, como Na+, K+, Ca2+ e Mg2+ (BRUNCHI et al., 2016). Assim, observa-

se um aumento na condutividade elétrica, em função da concentração, como resultado 

dos íons liberados para o meio. Como mostra a figura, os valores de condutividade 

aumentaram concomitantemente ao aumento da concentração, indicando forte 

caráter iônico das composições, mostrando que a Xant se comporta como um poli-

íon.  

A Figura 22 apresenta os valores de viscosidade em função da concentração de 

Xant, com amostras nas mesmas concentrações dos experimentos acima. Como pode 

ser observado, os valores de viscosidade variam concomitantemente aos de diâmetro 

hidrodinâmico e potencial zeta (Figuras 19 e 21), concordando com a determinação 

das concentrações críticas de c* (0,1 g/L), a qual limita o regime diluído, e de c** ( 

0,75 g/L), que limita o regime semidiluído e corresponde à transição para o regime 

concentrado (MILAS et al.,1990). Além disso, mostra que a viscosidade das soluções 

é diretamente proporcional ao tamanho de partículas, bem como do acúmulo de 
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cargas superficiais consequente desta auto-organização. Este comportamento é 

atribuído às interações intermoleculares ou entrelaçamentos que aumentam 

efetivamente as dimensões da macromolécula e a massa molecular (GARCIA-

OCHOA et al., 2000).  

 

Figura 22- Valores de viscosidade em função da concentração de xantana. Concentrações críticas: 
c* (de sobreposição) e c** (de agregação) detectadas por medidas de visosidade. 
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Fonte: A autora (2018). 

 

Resultados muito semelhantes foram encontrados por Milas et al., (1990), os 

quais determiraram as duas concentrações críticas  c* e c** de amostras de Xant por 

reologia e encontraram respectivamente 0,126 g/L e 0,78 g/L para Xant nativa, 0,1 g/L 

e 0,6 g/L para Xant renaturada. 

 

7.1.5 Ensaios reológicos estacionários  

 

O termo reologia, do grego rheo (fluxo), foi proposto pela primeira vez em 1920, 

pelo Professor e Químico Eugene Bingham do Lafayette College, Easton-PA, EUA e 

significa o estudo da deformação e fluxo da matéria (BLAIR, 1969; BARNES et al., 

1989; LABA, 1993; MITSOULIS, 2013). Portanto, a Reologia é a ciência que descreve 

a deformação de um material sólido, líquido ou gasoso, sob a influência de estímulos 
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mecânicos (SCHRAMM, 2006). Este assunto é de grande importância em muitos 

ramos industriais, como os de borracha, plástico, alimentos, produtos têxteis e tinta, 

onde a adequabilidade dos produtos é avaliada, em parte, por suas propriedades 

mecânicas (SHAW, 1975). Nesse contexto, define-se como fluido uma substância que 

se deforma continuamente quando submetida a uma força (F) tangencial, que atua 

sobre sua área, denominada tensão de cisalhamento () (MASSEY e WARD-SMITH, 

1998). 

          τ =
Ϝ(Força)

A(área)
=

Ν(Newton)

m2 = Ρa[Pascal]             Eq. 1 

Segundo Schramm (1994), a deformação de fluidos ocorre através do 

escoamento. No escoamento em uma tubulação cilíndrica, a velocidade máxima do 

fluxo (vmax), se encontra na região central pelo fato do atrito ser nulo. No fluxo laminar, 

uma camada infinitamente fina de líquido desliza sobre a outra, o gradiente da 

velocidade (v) pelo raio (r) é definido como taxa de cisalhamento (), também 

chamada de taxa de deformação por cisalhamento.  

Durante o movimento, há uma resistência por parte do fluido, denominada 

viscosidade (), dada em Pascal por segundo (Pa.s), a qual se define como a 

resistência de um fluido a qualquer mudança irreversível de seus elementos de 

volume (Figura 23). 

      =
dv

dr
                 Eq. 2 

 
 
Figura 23- Escoamento viscoso em tubulação. 

 
Fonte: (WHITE et al., 2004) adaptado. 

 

Isaac Newton foi o primeiro a descrever o comportamento de fluxo de um líquido 

ideal, através da lei básica da viscosimetria: 

 τ = η. Eq. 3 

v=0

vmax

Eixo

r Parede do tubo
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A relação entre a tensão de cisalhamento e a taxa de cisalhamento define o 

comportamento de fluxo de um líquido. Fluidos onde a viscosidade () não é afetada 

por mudanças na taxa de cisalhamento são chamados de líquidos Newtonianos 

(Figura 24). Na representação gráfica dos fluidos Newtonianos, a curva de fluxo é 

uma reta, ou seja, a razão de todos os pares de valores de  e  pertencentes a essa 

reta é constante.  

 

Figura 24- Perfis de curva de fluxo de fluidos Newtonianos e não-Newtonianos. 

 

Fonte: (POTTER E WIGGERT, 1998). 

 

Todos os outros fluidos nos quais a viscosidade varia com a taxa de 

cisalhamento, são chamados de não-Newtonianos. Estes excedem muito aos 

primeiros. Todos os fluidos que sofrem diminuição de viscosidade, quando a taxa de 

cisalhamento aumenta, são chamados de pseudoplásticos. Com o aumento da taxa 

de cisalhamento, partículas rígidas se orientam na direção do fluxo. Os 

entrelaçamentos entre as cadeias poliméricas podem ser desfeitos, as partículas em 

suspensão esticam-se e alinham-se paralelamente em direção ao fluxo. Partículas 

esféricas podem deformar-se para uma forma mais alongada, os agregados podem 

ser quebrados fazendo com que a solução flua mais facilmente (Figura 25) 

(SCHRAMM, 1994).  
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Figura 25- Representação esquemática de uma dispersão em repouso e fluindo através de um tubo. 

 

Fonte: (SCHRAMM, 1994), adaptada. 

 

Já os fluidos que aumentam a viscosidade quando a taxa de cisalhamento 

aumenta, muito mais raros de se encontrar, são denominados fluidos dilatantes 

(SCHRAMM, 1994).  

A equação de Ostwald-De-Waelle, também chamada lei da potência, modela o 

comportamento desses fluidos, 

 τ = K𝑐. φ𝑛 Eq. 4 

onde os termos n e Kc são denominados índice de comportamento do escoamento 

(adimensional) e índice de consistência (Pa.sn). Para os fluidos Newtonianos n é 

unitário e K mostra-se igual à viscosidade. Quando n é menor que a unidade, a 

viscosidade aparente (ap) decresce com o aumento da taxa de cisalhamento, 

caracterizando fluidos pseudoplásticos; quando n é maior que a unidade o fluido é dito 

dilatante (YOUNG et al., 2004). 

Outro tipo de comportamento é observado no fluido plástico de Bingham, 

também chamado plástico ideal, o qual apresenta um comportamento de sólido até 

um valor limite de tensão de cisalhamento, denomidano tensão de escoamento - 0. 

Uma vez excedida a tensão de escoamento, o material passa a se comportar como 

um fluido (YOUNG et al., 2004). A expressão que modela o comportamento do fluido 

Binghamiano é dada abaixo: 

 τ = τ0 +  K𝑐. φ𝑛  Eq. 5 

No presente trabalho, foram realizadas análises reológicas estacionárias, 

cobrindo a taxa de cisalhamento entre 10 a 1000 s-1, a 25 °C para as duas  amostras 

na condição de agregados (2,0 g/L), conforme Figura 26 (A e B), com o objetivo de 
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classificá-las quanto ao comportamento de fluxo e inferir sobre possíveis diferenças 

na estrutura molecular desses compostos.  

  

Figura 26- A) Curvas de fluxo para xantana XantG1 e XantG2 a 2,0 g/L, a 25 ºC. B) Curvas de 
viscosidade nas mesmas condições. Faixa de taxa de cisalhamento: 10 ≤ φ ≥1000 s-1. 
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Como pode ser observado na Figura 26 (B), a viscosidade diminui com o 

aumento da taxa de cisalhamento, mostrando comportamento pseudoplástico para as 

duas soluções (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Isso ocorre devido à ordenação ou 

alinhamento das partículas em direção ao fluxo, as quais adquirem gradientes de 

velocidade altos. Durante o fluxo, as interações são rompidas e os agregados 

desfeitos pelas forças aplicadas, o que resulta numa diminuição da quantidade de 

solvente imobilizado, consequentemente, diminuindo a viscosidade aparente do 

sistema (SHAW, 1975; SCHRAMM, 2006).  

A maior queda nos valores de viscosidade ocorre entre 10 e 200 s-1, sendo que 

após 400 s-1 assumem comportamento praticamente Newtoniano, considerando que 

suas viscosidades são aproximadamente constantes, pois os agregados entram em 

regime permanente de orientação molecular e desagregação. 

Os resultados foram semelhantes a outros relatados na literatura para Xants 

obtidas com substratos convencionais, como por exemplo os estudos realizados por 

Brandão et al. (2008), que produziram Xants utilizando Xanthomonas campestris 

manihotis 1182, e substrato alternativo (caldo de cana), e compararam o 

comportamento reológico destas com gomas obtidas a partir de substrato 

convencional (sacarose). Em solução aquosa a 0,5 %, a 25 ºC, a 25 s-1, encontraram 

viscosidades aproximadas de 0,032 Pa.s para Xant produzida com cana de açúcar e 

0,07 Pa.s para a produzida com sacarose. No presente trabalho, as amostras a 0,2 

%, a 25 ºC, na taxa 32s-1, apresentaram viscosidade igual a  0,065 Pa.s. Gomes et al. 

(2009) encontraram viscosidades igual a 0,07 Pa.s para a goma produzida por 

sacarose e 0,009 Pa.s. para  obtida com levedura de cerveja, utilizando a mesma 

linhagem de Xanthomonas e solução a  0,5 %, nas mesmas condições de temperatura 

e taxa de cisalhamento. 

 

7.1.6 Ensaios reológicos oscilatórios  

 

O comportamento reológico mais extremo é mostrado de um lado por fluidos 

viscosos newtonianos, e por outro, por sólidos elásticos hookeanos. No entanto, 

muitos materiais apresentam um comportamento mecânico intermediário entre esses 

dois extremos, evidenciando tanto características viscosas como elásticas, sendo 

denominados viscoelásticos (SHAW, 1975). Nos sólidos hookeanos ocorre 

deformação quando uma força é aplicada e a energia é recuperada, levando o corpo 
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a voltar à forma original quando a força é cessada. Já nos fluidos viscosos, a energia 

é dissipada sob a forma de calor, devido ao atrito entre as moléculas, ocorrendo 

deformação permanente, mesmo após cessada a força (STEFFE, 1996). Nos fluidos 

viscoelásticos a energia aplicada é armazenada parcialmente, devido às propriedades 

elásticas, ao mesmo tempo em que parte dessa energia é dissipada, devido às 

propriedades viscosas (NAVARRO, 1997). 

Em experimentos reológicos em modo oscilatório, a viscoelasticidade é avaliada 

a partir de uma solicitação mecânica, através da aplicação de uma deformação 

angular de amplitude ou de frequência controlada, com o monitoramento das 

respostas do material expressas em termos das grandezas G’ e G’’, onde G’ 

corresponde à componente sólida ou elástica do fluido, enquanto G” é a componente 

líquida ou de escoamento; ambas com unidades de Pa no Sistema Internacional de 

Unidades. Sendo assim, se G’ > G”, o material é mais elástico do que fluido, com 

características de sólido e quando G” > G’ o material demonstra um comportamento 

mais próximo de fluido.  

Os experimentos dinâmico oscilatórios foram realizados em duas etapas. A 

primeira teve como objetivo determinar a região viscoelástica linear (LVE) e qual o 

limite máximo de amplitude de deformação em que tal região se mantém linear, para 

posterior varredura de frequência. Além disto, com a varredura de amplitude de 

deformação, foi possível identificar se o fluido possuía uma tensão de escoamento 0. 

Já a segunda série de experimentos, em modo oscilatório, teve como objetivo a 

separação das contribuições G’ e G’’ em função da frequência de oscilação (/Hz), 

que por sua vez é um parâmetro análogo à taxa de cisalhamento (BARNES et al., 

1998; CASSU e FELISBERTI, 2005). Assim, é procedimento padrão, em estudos de 

viscoelasticidade, proceder na seguinte ordem: 

1. Manter-se a frequência angular de oscilação constante (usualmente, 10 rad/s), 

enquanto se varre a amplitude de deformação de forma crescente (em geral, de 0,1% 

a 500%); 

2. Após determinar o limite máximo de deformação em que os módulos 

viscoelásticos (G’ e G”) se mantém dentro da LVE, fixa-se uma certa amplitude de 

deformação, e varre-se a frequência de oscilação de forma crescente (1 rad/s a 100 

rad/s, por exemplo). 
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O limite da região de viscoelasticidade linear encontrado foi de LVE = 70% 

(Figura 27), a qual foi aplicada nos ensaios em função da frequência. Observa-se 

também que os polímeros não apresentam tensão de escoamento 0, pois se assim 

fosse, tanto as curvas G’ e G” teriam apresentado uma queda muito mais abrupta. 

 

Figura 27 – Módulos de armazenamento G’ (ω), e de perda G” (ω) em função da taxa de deformação 

por cisalhamento (%) para xantana XantG1 e XantG2. 
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Fonte: A autora (2018). 

 

As medidas reológicas dinâmicas também indicam, através da Figura 28 (A), 

comportamente pseudoplástico para as amostras, visto que houve redução da 

viscosidade em função da frequência, semelhantemente aos ensaios estacionários 

em função da taxa de cisalhamento. 
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Figura 28 – A) Viscosidade em função da frequência. B) Módulos de armazenamento G’ (ω), e de 
perda G”(ω) em função da frequência para xantana XantG1 e XantG2. 
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Fonte: A autora (2018).  

 

A Figura 28 (B) mostra o comportamento dos módulos G’ e G’’, em função da 

frequência angular (cisalhamento oscilatório) para as duas amostras de Xant. Em 

ambas o módulo elástico foi menor que o módulo viscoso, mostrando comportamento 
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fluido superior ao comportamento sólido (elástico) na faixa de amplitude varrida. 

Todavia, a existência de resposta reológica em termos de G’, apesar de menor do que 

G’’, é um indicativo de estruturação da solução. Os resultados sugerem 

comportamento estruturado do tipo Rouse-Zimm (LISY et al., 2004), em que as 

cadeias de polímero têm tempo suficiente para libertar-se das restrições de 

emaranhamento e são capazes de deslizar livremente, de um lado para o outro, sendo 

este processo denominado "reptação", teoria proposta por De Gennes (1971). Nesta 

teoria imagina-se uma única cadeia polimérica, dentro de um tubo imaginário, em uma 

rede tridimensional, tal como um gel polimérico, sendo impedida de cruzar os 

obstáculos impostos pelo gel (Figura 29). O movimento da cadeia é semelhando ao 

movimento de uma cobra, justificando o uso do termo reptação, o qual é derivado do 

termo reptare do latim.  

 

Figura 29- A cadeia P é livre para se mover entre os obstáculos fixos O, mas não pode cruzá-los. 

 

Fonte: (DE GENNES, 1971). 

 

Tal resposta sugere que o polímero tenha poucas ramificações, pois caso 

contrário, haveria maior probabilidade de entrelaçamento molecular e, 

consequentemente, haveria rapidamente uma inversão de G’ com G’’ com um ponto 

de cruzamento entre esses dois parâmetros na curva da Figura 28 (B). 
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7.2. CARACTERIZAÇÃO DO COMPLEXO DOX/XANT 

 

Este trabalho teve também o objetivo de sintetizar e caracterizar um SLC, 

empregando Xant como matriz, após conhecidas suas características físico-químicas, 

e  Dox como fármaco de estudo. Para o desenvolvimento de um SLC é necessário 

caracterizá-lo para melhor compreensão das interações intermoleculares. Sendo 

assim, foram caracterizados primeiramente os precursores isoladamente, em seguida 

o complexo e a mistura mecânica (MM).  

A formação dos complexos em solução/suspensão foi obtida a partir da titulação 

de Dox em Xant. Após sintetizado, o complexo foi liofilizado e caracterizado no estado 

sólido por espectroscopia na região do infravermelho e análises térmicas, e em 

solução/suspensão utilizando medidas de potencial zeta. Para determinar os 

parâmetros termodinâmicos das interações da Xant com a Dox foi utilizada a 

calorimetria isotérmica de titulação. Experimentos reológicos foram realizados a fim 

de se avaliar o efeito da formação do complexo no comportamento das soluções.  

Foram ainda avaliadas as atividades antimicrobianas dos complexos 

Dox/XantG1 e Dox/XantG2. 

 

7.2.1 Espectroscopia na região do infravermelho  

 

Em decorrência de interações intermoleculares pode ocorrer a restrição ou 

intensificação do movimento vibratório de grupos funcionais, refletindo no espectro de 

FTIR como deslocamento, aumento ou redução  de bandas (SUÁREZ et al., 2014). 

Por essa razão, a FTIR foi utilizada para identificar as interações entre Xant e Dox, 

através da comparação dos espectros das moléculas precursoras puras, com a 

mistura mecânica (Dox+Xant)  e o complexo (Dox/Xant).  

Na Figura 30 estão representados os espectros de infravermelho das amostras 

no estado sólido, na região de 4000 a 500 cm-1. 
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Figura 30- Espectro na região do infravermelho da Dox, XantG1, mistura mecânica (Dox+XantG1) e 
complexo (Dox/XantG1). 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

%
 T

/ (cm
-1
)

XantG
1

Dox

Dox+XantG
1
 (MM)

Dox/XantG
1
 (Complexo)

 
Fonte: A autora (2018). 

 
Tabela 3 - Principais bandas observadas na região do infravermelho para xantana, mistura mecânica 
(Dox+Xant) e complexo (Dox/Xant).  
 

Número de ondas cm-1 Atribuições 

Dox XantG1 Dox+XantG1 
(MM) 

Dox/XantG1 
Complexo 

 

3365 3435 3425 3425 (O-H)  
3452-3284 - - -  (N-H)  
3050; 2931; 2850 2924 2924 2924;2850 (C-H) 
1670 - 1670 - (C=O) da amida 
1619; 1578; 1458 - 1619; 1578; 1458 1458 (C=C) aromáticas 
- 1730 - 1737 (C=O) de ésteres e 

ác. carboxílicos 
- 1630 - 1630 (C=O) derivado da 

cetona do ác. pirúvico 
- 1412 - - ang (CH) de metila 
1243; 1170 - - - (C-O) 
- 1060 - 1060 (C-O ligações 

glicosídicas 

Fonte: A autora (2018). 

 

Na mistura mecânica não ocorreram mudanças significativas nas posições das 

principais bandas observadas para Xant e Dox puras (Tabela 3), sendo o perfil 

observado resultado da sobreposição de bandas características desses dois 
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compostos. Já no complexo Dox/Xant observam-se mudanças significativas no 

espectro de infravermelho, tais como afinamento, atenuação e deslocamento das 

bandas. Uma banda modificada foi aquela em 3431 cm-1  no complexo,  atribuída  à 

deformaçao axial dos grupos (O-H), que sofreu um afinamento em relação à Xant pura. 

Ocorreu o aparecimento de bandas em 2850, 1243 e 1175 cm-1, associadas ao 

estiramento de ligações (C-H) (MUNDARGI et al., 2007) e de ligações (C-O) da Dox 

(MISHRA E MISHRA, 2011; SUÁREZ et al., 2014), respectivamente. A banda de 

estiramento do grupo (N-H) proveniente da Dox não foi observada após a 

complexação, assim como, as absorções em 1619 e 1578 cm-1  presentes na Dox e 

1280 cm-1  da Xant pura. 

Essas mudanças nos perfis dos espectros de FTIR dos compostos indicam a 

formação do complexo Dox/Xant no estado sólido. Contudo, a estrutura geral da Xant 

após se ligar com a Dox foi preservada, mostrando a estabilidade conformacional do 

complexo. 

  

7.2.2 Análises térmicas (curvas TGA e DTA)  

 

As análises TGA e DTA são utilizadas frequentemente na caracterização de 

sistemas com mais de um componente, através da comparação do perfil térmico dos 

componentes puros, suas misturas mecânicas e dos possíveis complexos 

(CALDERINI e PESSINE, 2008). As interações entre os compostos podem acarretar 

modificações nas temperaturas de evaporação, fusão, sublimação, decomposição, 

oxidação ou redução (MOREIRA, 2016).  

Na Figura 31 (A e B) estão apresentadas as curvas TGA e DTA para amostras 

no estado sólido: Xant, Dox, MM e complexo. 
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Figura 31- A) Curva termogravimétrica para xantana, mistura mecânica (Dox+Xant) e complexo 
(Dox/Xant) em atmosfera oxidante (ar). B) Curva térmica diferencial para as mesmas amostras e nas 
mesmas condições. 
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Fonte: A autora (2018). 

 

Na curva TGA para Dox são observados múltiplos eventos com uma  perda de 

massa total de 30% entre 190 ºC e 420 ºC atribuída à decomposição da molécula, 

com perda de H2O e NH3, seguido de sua carbonização com perda de massa de 46% 

na faixa de 420 a 600 ºC. Apresentando massa residual de cerca de 16%. 
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Além dos picos exotérmicos associados à decomposição/carbonização da 

molécula de Dox na curva DTA, foi observado um pico endotérmico em 165 °C que 

corresponde ao evento de fusão da Dox (SUÁREZ et al., 2014). 

A curva TGA da mistura mecânica é semelhante à curva da Xant pura, porém, 

com menor perda de massa. Isso pode ser explicado pela presença de matéria 

inorgânica no composto, na forma de sais de Na+/K+ com Cl-.  

O complexo Dox/Xant apresentou múltiplos eventos de perda massa desde a 

temperatura inicial até 900 °C. Um comportamento térmico completamente diferente 

do observado para a Xant e Dox puras. Ocorreu ainda uma diminuição na massa 

residual, o que sugere uma redução da quantitade de matéria inorgânica após a 

complexação. O desaparecimento dos picos na curva DTA, indicando uma diminuição 

da estabilidade, é atribuído à amorfização, que por sua vez se deve à complexação e 

à liofilização. Isto sugere que a estrutura secundária da Xant foi alterada. 

Os dados obtidos nessa parte do trabalho confirmam que o complexo formado  

apresenta características térmicas muito diferentes dos seus precursores, o que pode 

ser associado ao fato de ocorrer a formação de interações eletrostáticas entre a Xant 

e a Dox.  

 

7.2.3 Análises em solução/suspensão 

  

O comportamento do complexo também foi investigado em solução/suspensão 

por vários métodos, tais como: potencial zeta, titulação calorimétrica isotérmica e 

reologia estacionária. Os dados de DLS não foram utilizados por conta da 

polidispersidade, a qual foi muito elevada, não permitindo inferir nenhuma medida 

satisfatória. 

 

7.2.4 Titulação Dox/Xant por potencial zeta 

  

ZP foi medido com o intuito de verificar as cargas na superfície das partículas e 

compreender como ocorre a atração eletrostática entre Xant e Dox. As interações 

entre os dois compostos foram avaliadas com medidas de ZP em regime de titulação. 

Os valores médios de ZP durante esse experimento variaram entre -82 a -25 mV como 

observado na Figura 32, mostrando que à medida que o antimicrobiano neutraliza a 

macromolécula, ocorre uma gradativa redução da concentração de cargas em sua 
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superfície. Além disso, apesar da curva não estar bem comportada, aparentemente 

existe um ponto de inflexão à razão de 0.006 mol/g, atribuído a um ponto 

estequiométrico na curva.  

 

Figura 32– Titulação potencial zeta da solução doxiciclina 30 mM em 1,5 mL de solução xantana a 4 
g/L. 
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Fonte: A autora (2018). 

 

As tetraciclinas são caracterizadas por apresentarem quatro anéis aromáticos, 

com múltiplos grupos ionizáveis, incluindo amino, carboxilo, fenol, álcool e cetona. Dox 

possui três constantes de dissociação ácida (pKa’s = 3,5, 7,7 e 9,5), conforme  Figura 

33 (GAO et al., 2012). A presença do grupo hipoclorito na forma de cloridrato, em 

solução, leva à formação de espécies iônicas e à protonação do grupamento amino o 

que, inclusive, aumenta a solubilidade em água (CAÇO et al., 2008). No presente 

trabalho, a interação deve ocorrer entre o grupo amino, facilmente protonado, 

localizado no anel C4 (pKa 9,5) da molécula de Dox, o qual geralmente lidera as 

interações eletrostáticas (GAO et al., 2012) . Nesse caso, deve ocorrer a gradativa 

neutralização das cargas negativas da Xant, conferidas por seus grupos de ácido 

carboxílico (resíduos glucurônicos e pirúvicos), com um valor de pKa cerca 

de 3,1  (LOEFFLER et.al., 2014), pela interação com as cargas positivas da Dox do 

(grupo amino) (SASSMAN e LEE, 2005).  
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Figura 33- Grupos ionizáveis da doxiciclina. 
 

 

 

 

 

 

 
Fonte: (GAO et al., 2012). 

 

Esses resultados podem ser corroborados por observações semelhantes feitas 

por Stockwell et al. (1986), ao estudar sistemas de gel à base de alginato de sódio e 

fármaco maleato de clorfeniramina, de carga oposta. Um aumento na quantidade do 

fármaco, aumentou a quantidade do complexo fármaco-polímero formado, onde o 

aumento do efeito de neutralização das cargas do polímero provocou uma redução na 

repulsão intramolecular. 

 

7.2.5 Titulações calorimétricas isotérmicas  

 

A titulação calorimétrica isotérmica (ITC) é uma técnica que consiste em medir 

diretamente o calor liberado ou absorvido durante um evento de interação 

biomolecular. O ITC monitora a variação de temperatura resultante da quebra ou 

formação de interações a cada titulação, medindo a diferença de potencial elétrico 

necessária para manter o equilíbrio térmico entre a célula contendo a amostra e a 

célula de referência (MALVERN INSTRUMENTS  LTD). É uma técnica valiosa por ser 

a única que pode determinar simultaneamente todos os parâmetros de ligação em 

uma única experiência. Com os dados obtidos, através da isoterma de Wiseman 

(Equação 6) é possível determinar a constante de ligação (K), a estequiometria de 

reação (N) e variação da entalpia (∆intHº). Conhecendo-se os valores de N e K 

determina-se a energia livre de Gibbs (∆intGo), através de uma equação da 

termodinâmica (equação 7). Com o valor de ∆intGo, juntamente com ∆intHº, calcula-se 

o valor de entropia (T∆intSº), empregando uma outra equação da termodinâmica 

(equação 8) (MALVERN INSTRUMENTS  LTD; TURNBULL e DARANAS, 2003; 

SUÁREZ et al., 2014). 
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𝑑𝑄

𝑑[𝑡𝑖𝑡]
= ∆𝑖𝑛𝑗𝐻 = ∆𝐻°𝑉° [

1

2
+

1−𝑋𝑅   −𝑟

2√(1+𝑋𝑅+𝑟)2 −4𝑋𝑅
] Eq. 6 

   ∆𝑖𝑛𝑡𝐺° = −𝑅𝑇ln𝐾      Eq. 7 

∆𝑖𝑛𝑡𝐺° = ∆𝑖𝑛𝑗𝐻°− 𝑇∆𝑖𝑛𝑗𝑆°   Eq. 8 

 

Na Figura 34 estão representadas as curvas de titulação da Dox (30 mM) em 

XantG1 a 4,2 g/L (c > c**). A Figura 34 (A) mostra as titulações do composto em água 

(branco), procedimento que visa excluir os efeitos de interação soluto-soluto, soluto-

solvente, para avaliar apenas as interações Dox/Xant. Mostra também a titulação da 

Dox na solução de Xant. 

Como pode ser observado, o máximo da curva de titulação é próximo da razão 

de 0,0005, corroborando os resultados de titulação por potencial zeta. 

A curva de diluição foi subtraída, obtendo-se a curva final de titulação (Figura 34 

B) (DENADAI, 2005), que por sua vez foi decomposta para realização do ajuste não 

linear usando-se a Isoterma de Wiseman. A Tabela 4 apresenta os valores 

termodinâmicos de interação entre os compostos. 

 

Figura 34- Curvas de titulação calorimétrica de doxiciclina a 30 mM em solução xantana a 4,2 g/L. A) 
Inclui a curva de diluição e B) Curva final de titulação decomposta.  
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Fonte: A autora (2018). 
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Tabela 4 - Parâmetros termodinâmicos de interação da doxiciclina com xantana, onde Tint∆Sº (Termo 
entrópico da interação) a 298,15 K. 
 

Sítio de 
Interação          

N 
(mol/g) 

K ∆intG° 
(cal/mol) 

ΔintHº  
(cal/mol) 

T∆intSº 
(cal/mol) 

1 3 x 10-4 ± 4,6 x 
10-6 

3,22 x 104 ± 
6,5 x 10-6 

-6161,0 -3000 ± 61,89 +3160,4 

2 7 x 10-4  ± 1,5 
x 10-5 

4,13 x 103 ± 
349 

-4939,1 +4393,0 ± 
178,4 

+9332,1 

Fonte: A autora (2018). 

 

O processo de complexação apresentou duas etapas, uma etapa exotérmica 

(∆intHº < 0) e outra endotérmica (∆intHº > 0), ambas favorecidas por entropia (T∆intSº). 

A presença das duas etapas sugere que a molécula de Xant apresente, pelo menos 

dois sítios de interação não degenerados, portanto, gerando duas estequiometrias. 

Em face disso, foram mostrados os parâmetros 1 (etapa exotérmica) e 2 (etapa 

endotérmica) na Tabela 4. 

As constantes de equilíbrio para ambas etapas apresentaram valores 

moderados, da ordem de 103-104, se comparados a outros sistemas (1000 < Ka < 

20 000 (TURNBULL e DARANAS, 2003). 

A primeira curva de titulação de Dox em Xant representada na Figura 34 (B), 

trata-se da etapa exotérmica, referente ao sítio de interação mais favorável da Xant, 

o qual apresentou maior constante de afinidade. O valor negativo de entalpia 

provavelmente originou-se da formação de interações iônicas entre as moléculas de 

Dox com as moléculas de Xant, uma vez que processos exotérmicos  indicam a 

formação de ligações estáveis. A elevação da entropia (desordem) observada no 

sistema explica-se pela dessolvatação da Dox e da Xant, as quais ao se ligarem, 

devem liberar moléculas de água que ganham graus de liberdade rotacionais e 

translacionais. 

Já na segunda parte da curva de titulação, após a saturação dos primeiros sítios 

de interação, a Dox já ligada deve dificultar a entrada das moléculas subsequentes e, 

portanto, gerando o valor endotérmico de entalpia. A variação positiva da entropia 

(Tint∆Sº) indica interações de natureza hidrofóbica, com quebra de ligações de 

hidrogênio. Da mesma maneira que na etapa exotérmica, tal variação é causada pela 

dessolvatação das moléculas de Dox e Xant e consecutiva liberação de moléculas de 

água para o meio, as quais ganham graus de liberdade rotacionais e translacionais, 

responsáveis pelo estado final de desordem ser maior que o estado inicial, fato que 

garante a espontaneidade da interação.  
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7.2.6 Investigação das interações Dox/Xant por reologia 

 

A formação do complexo Dox/Xant foi também investigada através da titulação 

de 2500 L de solução Dox a 15 mM (41 titulações de 63 L) em 15 mL de solução 

de Xant a 2 g/L (c > c**), à 25 oC e  = 100 s-1. Como pode ser observado na Figura 

35, a viscosidade se mantém constante até próximo da razão 0,0002 mol/g, próximo 

à primeira estequiometria observada no experimento de ITC. Após este ponto, a 

viscosidade diminui até próximo da razão de 0,0005 mol/g, a partir de quando adquire 

valores praticamente constantes, corroborando com os resultados de ZP e ITC.  

 

Figura 35- Curva de titulação viscosimétrica de doxiciclina 15 mM em xantana 2,0 g/L à 25 °C e φ = 
100 s-1. 
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Fonte: A autora (2018). 

 

Quando as moléculas de Xant estão livres no meio, encontram-se envoltas de 

moléculas de água, atraídas pelos grupos hidrofílicos, tais como –OH, –COOH e –

COO-, capazes de formar ligações de hidrogênio ou interações íon-dipolo com a água 

e com outras moléculas, resultando em elevados valores de viscosidade 

(STOCKWELL et al., 1986; WANG et al., 2009).  

De acordo com Rochefort e Middleman (1987) a molécula de Xant em água, a 

25 ºC, apresenta cadeia parcialmente desordenada, mas altamente estendida devido 

às repulsões eletrostáticas dos grupos carregados das cadeias laterais. Devido à 

estrutura altamente estendida, as moléculas podem se alinhar e associar (devido à 

ligação de hidrogênio) para formar um material fracamente estruturado.  
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À medida que a Dox é adicionada, a interação eletrostática com a Xant é forte o 

suficiente para induzir a formação espontânea de um precipitado. A reação induz a 

uma diminuição da área superficial da macromolécula, promovendo o rompimento do 

emaranhado tridimensional e, consequentemente, diminuindo as interações 

intermoleculares polímero-polímero e polímero solvente, aumentando as interações 

intramoleculares que resultam na redução da viscosidade. Portanto, a estrutura do 

fluido deixa de ser a de um emaranhado contínuo para se tornar uma suspensão com 

partículas discretas, sem interações significativas. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Stockwell et al. (1986) ao 

estudar sistemas em gel, onde a neutralização das cargas negativas do alginato pelo 

fármaco catiônico maleato de clorfeniramina, provocou uma redução na repulsão 

intramolecular polímero-polímero, resultando em uma conformação mais compacta, 

afetando assim a viscosidade.  

Com o objetivo de se obter o comportamento de fluxo da suspensão resultante 

da titulação, a amostra presente no recipiente, na proporção [Dox]/CXant = 0,00105 

mol/g, foi submetida à cisalhamento estacionário de 1 a 1000 s-1. 

As Figuras 36 (A e B) mostram os comportamentos de fluxo da solução de Xant 

(2,0 g/L) e da suspensão Dox/Xant (0,0021 mol/L de Dox, 2,0 g/L de Xant e proporção 

[Dox]/CXant = 0,00105 mol/g). Como pode ser observado, a complexação promoveu 

uma significativa redução da viscosidade da solução, além de eliminar a histerese 

reológica, aumentando drasticamente o perfil newtoniano do fluido, já que a 

viscosidade da suspensão Dox/Xant é praticamente constante Figura 36 (B). 
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Figura 36- Curva de A) fluxo e B) viscosidade de solução xantana e do complexo Dox/Xant, à 25 °C (1 

≤ φ ≥1000 s-1). 
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Fonte: A autora (2018). 

 

A Figura 37 mostra uma queda da viscosidade em função da temperatura. As 

moléculas livres possuem uma dependência da viscosidade com a temperatura muito 

maiores do que as complexadas com a Dox. Essa maior dependência é reflexo da 

maior concentração de interações intermoleculares Xant/solvente e Xant/Xant, o que 

não ocorre no caso do complexo Dox/Xant, pois como citado, acredita-se que os 
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emaranhados moleculares tenham sido desfeitos para formar estruturas discretas, 

que inclusive, sedimentam, conforme observado visualmente. 

 

Figura 37– Curvas de viscosidade em função da temperatura, à 100 s-1, para solução de Xant a 2,0 
g/L e suspensão [Dox]/CXant = 0,00105 mol/g. 
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Fonte: A autora (2018). 

 

7.2.7 Ensaios antimicrobianos 

 

Determinação da dose letal mediana 

 

Foi avaliada a atividade antimicrobiana dos complexos Dox/Xant comparando-

se com o efeito da Dox pura, frente a uma linhagem de S. aureus, empregando a 

proporção 1 mmol de Dox para 2 g de Xant, visto ser a proporção encontrada nos 

experimentos de ITC. Esses microrganismos foram escolhidos por serem Gram-

positivos, responsáveis por 65% das doênças patogênicas humanas, uma vez que 

comumente são causadores de infecções na pele, doenças respiratórias e 

osteomielite crônica (WANG et al., 2016).  

Sendo assim, foi realizado um ensaio para a determinação da dose letal mediana 

(DL50) por teste de microdiluição em caldo em placa de 96 poços. Para a leitura da 

placa foi empregado um leitor de microplacas Thermo Electron oy (modelo Multiskan 

FC) a 570 nm, após adição do corante 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil brometo de 
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tetrazolium (MTT). A vantagem de se trabalhar com MTT como indicador é que a 

leitura torna-se mais confiável, pois o MTT somente é clivado por enzimas 

desidrogenases, situadas no interior da célula, dentro das mitocôndrias ou em outros 

locais com atividade desidrogenase, convertendo-se em formazan  de coloração 

arroxeada, cuja leitura pode ser realizada por espectrofotometria. Como somente 

mitocôndrias intactas promovem a conversão do MTT, este corante é um indicador de 

atividade metabólica (HANSEN et al., 1989). Os resultados dos experimentos são 

mostrados na Figura 38 e na Tabela 5.. 

 

Figura 38 – Determinação da dose letal mediana para S. aureus 32388602. A) Dox pura, B) Complexo 
Dox/XantG1 e C) Complexo Dox/XantG2. 
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Fonte: A autora (2018). 

 

Tabela 5 - Determinação da dose letal mediana de Dox pura e dos complexos Dox/Xant para S. 
aureus 32388602. 

Linhagem 
DL50 
Dox 

DL50 
Dox/XantG1 

DL50 
Dox/XantG2 

32388602 
 

0,25 μg/mL 0,0625 μg/mL 0,0625 μg/mL 

Fonte: A autora (2018). 

   

A leitura mostrou uma considerável redução na DL50 comparando-se Dox/Xant 

com a Dox pura. Os complexos Dox/Xant apresentaram uma eficiência antimicrobiana 
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4 vezes maior do que a Dox pura frente à S. aureus 323886023, visto que os valores 

de DL50 encontrados foram 0,0625 μg/mL e 0,25 μg/mL, respectivamente.  

Balzli et al. (2010) estudaram uma formulação de trobamicina e dexametasona, 

utilizando uma suspensão de xantana no tratamento de queratite ocular, causada por 

S. aureus. As formulações demostraram tempo de dissolução mais longo in vitro, 

comparado à formulação comercial e aumento da biodisponibilidade em olhos de 

coelho. De acordo com os autores, a Xant possui propriedades de aderência que as 

tornam úteis na liberação de medicamentos. O SLC aumentou a capacidade 

bactericida, bem como mantendo a eficácia do esteroide com metade da dosagem do 

fármaco. 

 

Curva de morte 

 

A ação da Dox pura e dos complexos Dox/Xant,  frente à S. aureus 323886023 

também foi avaliada por experimentos de curva de morte. Foi preparada um placa de 

96 poços utilizando solução Dox a 0,0625 μg/mL e outra placa a 0,25 μg/mL, 

concentrações equivalentes aos valores de DL50 encontrados para Dox/Xant e Dox 

pura, respectivamente. Os resultados estão descritos na Figura 39. 

 

Figura 39- Curva de morte de S. aureus 323886023 tratadas com Dox e complexos Dox/Xant. 
Concentração de Dox A) 0,0625 μg/mL e B) 0,25 μg/mL.  
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Resultados expressos em % de atividade metabólica comparada ao controle positivo (absorbância de 
cada orifício subtraída da média da absorbância do controle negativo - meio MH). Resultados obtidos 
em duplicata. 
Fonte: A autora (2018). 

  

Conforme observado na Figura 39, existe uma clara diferença entre a ação dos 

complexos Dox/Xant comparados à Dox pura. Percebe-se na Figura 39 (A) uma 

inibição de mais de 50% da atividade metabólica no intervalo de 16h, tanto para 

Dox/XantG1 quanto para Dox/XantG2. Ao passo que Dox pura nem sequer alcançou 

tal inibição, o que pode ser facilmente compreendido, visto ser a concentração 

utilizada (0,0625 μg/mL) inferior à DL50 apresentada pela Dox.  

De acordo com a Figura 39 (B) uma inibição da atividade metabólica superior à 

50%, para Dox/XantG1 e Dox/XantG2 foi constatada nas leituras realizadas nos 

intervalos de 16h e 18h, respectivamente. Resultado bastante diferente da Dox pura, 

a qual demonstrou tal inibição somente na leitura realizada 24h após a adição do 

inóculo. 

De acordo com Martins et al. (2011), existem geralmente três propostas que 

justificam a melhoria do efeito antibacteriano de princípios ativos complexados, as 

quais são: alteração no mecanismo de interação, que pode resultar em maior taxa de 

penetração; proteção química do ativo de oscilações na composição do meio, que 

podem resultar em alterações no equilíbrio osmótico das células e pH e liberação 

sustentada do ativo por tempo prolongado. 
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Encontra-se na literatura muitos estudos que corroboram a eficácia da utilização 

de biopolímeros, sobretudo a Xant como veículo de liberação de fármacos, 

especialmente por apresentarem capacidade de formar pares iônicos com fármacos 

catiônicos. Por exemplo, Yellanki et al. (2010) encontraram que quitosana e xantana 

são matrizes de encapsulamento eficientes para a liberação do 

antibacteriano/antiprotozoário metronidazol (catiônico), no tratamento contra vaginite 

causada por S. aureus. Concluiram que formulações com os mesmos demonstraram 

controle na liberação do fármaco devido à alteração do mecanismo de contato, que 

nesses casos passou a ser por mucoadesão. Bertram e Bodmeier (2006) prepararam 

inserções nasais em soluções aquosas contendo veículos poliméricos e oximetazolina 

(catiônico). Um aumento na concentração do fármaco, levou a uma redução na taxa 

de liberação, justificando-se pelas interações eletrostáticas entre as cargas opostas 

do fármaco e do polímero, levando à formação de complexos, resultando em uma 

liberação mais lenta do fármaco. 

Wang et al. (2016) estudaram a formulação de um sistema em gel, para liberação 

controlada de sulfato de gentamicina (catiônico), utilizando goma xantana modificada 

com anidrido succinato, para aumentar os grupos de ácidos carboxílicos e melhorar o 

desempenho do gel. A hidratação e as interações inter e intramoleculares retardaram 

a liberação do fármaco em estudos de liberação in vitro.  

A goma xantana oferece uma potencial utilidade como transportadora de 

medicamentos, sobretudo devido à sua inércia e biocompatibilidade (KIM et al., 2015; 

WANG et al., 2016). Pode alcançar uma maior disponibilidade do fármaco e 

simultaneamente  uma  liberação mais prolongada, enfim, contribuindo para  melhorar 

sua eficácia, através da utilização em SLCs. No presente trabalho, não podemos 

afirmar que o controle na liberação se deu por retenção do tempo de absorção. No 

entanto, a melhor ação de Dox/Xant comparando-se à Dox pura, pode ser devido à 

proteção química da doxiciclina na presença da xantana, já que a doxiciclina é 

fotossensível; bem como à alteração do mecanismo de interação com os 

microrganismos. Quanto a esta última hipótese, acredita-se que pelo fato das 

xantanas serem produzidas por microrganismos, haja uma tendência de afinidade por 

membranas celulares, o que aumentaria a concentração do fármaco nas proximidades 

destas, aumentando assim sua disponibilidade e causando a morte mais rápida dos 

mesmos. Porém, mais estudos precisariam ser realizados para se avaliar a afinidade 

de microrganismos patogênicos por xantanas.  
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8 CONCLUSÃO 

 

No presente trabalho, foram estudadas as propriedades físico-químicas e 

estruturais do biopolímero xantana, produzida a partir de glicose. Com base nos 

resultados, foi possível mostrar que as xantanas enquanto polieletrólitos, são capazes 

de se auto-organizar formando estruturas coloidais em solução aquosa, de elevada 

viscosidade e pseudoplasticidade. Os estudos de agregação apontaram para duas 

concentrações críticas, uma de sobreposição e a outra de agregação, indicando a 

formação de emaranhados moleculares, os quais são responsáveis pela elevação da 

viscosidade das soluções, decorrente do aumento do diâmetro hidrodinâmico. 

O composto demonstrou ser estável, visto que a curva de condutividade elétrica 

em função do tempo, não demonstrou nenhuma variação significativa durante 23 dias, 

mostrando que não houve fragmentação espontânea do polímero. 

O comportamento reológico estacionário mostrou-se típico de fluido 

pseudoplástico, visto que houve redução da viscosidade, com o aumento da taxa de 

cisalhamento, como resultado da quebra dos emaranhados moleculares. Contudo,  

medidas reológicas dinâmicas apontaram módulo elástico menor que o viscoso em 

concentração de 2 g/L, mostrando comportamento estruturado do tipo Rouse-Zimm, 

através do processo de  "reptação". 

No que diz respeito ao complexo Dox/Xant, os resultados obtidos mostraram que 

o composto é estável tanto em solução quanto no estado sólido, sendo sua 

estabilização decorrente da  interação entre a Xant e a Dox. 

As interações eletrostáticas provocaram diminuição (em módulo) do ZP das 

moléculas de Xant, devido à neutralização de seus grupos negativos (ácido 

carboxílico), pela ligação com os grupos catiônicos da Dox. 

A calorimetria isotérmica de titulação mostrou que as xantanas possuem dois 

sítios  de  interação  distintos.  As  estequiometrias  Dox/Xant determinadas foram 3 x  

10-4 e 7 x 10-4 mol/g. Além disso, as interações eletrostáticas entre Dox e Xant 

acarretaram diminuição das interações polímero-polímero e polímero-solvente, 

favorecendo o rompimento dos emaranhados tridimensionais e consequente 

diminuição da viscosidade.  

Finalmente, os ensaios biológicos  de Dox/Xant frente à S. aureus demonstraram 

uma melhor ação antimicrobiana, através da redução da DL50 e tempo de inibição, 

comparando-se com a Dox pura. Justificando-se possivelmente por uma liberação 
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inicial mais rápida, que provocou a morte mais rápida dos microrganismos, numa 

menor concentração. Portanto, os complexos mostraram-se promissores para serem 

utilizados em sistemas de liberação controlada de doxiciclina. 
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