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A minha avo, meu anjo
Ignécia Blanco
Dedico!



Se és capaz de arriscar numa Unica parada
Tudo quanto ganhaste em toda a tua vida,

E perder e, ao perder, sem nunca dizer nada,
Resignado, tornar ao ponto de partida;
De forcar coracao, nervos, musculos, tudo

A dar seja o que for que neles ainda existe,

E a persistir assim quando, exaustos, contudo,

Resta a vontade em ti que ainda ordena: "PERSISTE! ..."

PoemaSe

Joseph Rudyard Kipling.
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RESUMO

GALVAN, Zoila Rosa Nieto, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho de 2017.
Caracteristicas estruturais e reoldgicas de dispersdes aquosas de goma xantana sob
influéncia de diferentes forcas ibnicas Orientador: Eduardo Basilio de Oliveira.
Coorientadores: Afonso Mota Ramos e Jane Sélia dos Reis Coimbra.

O polissacarideo goma xantana (GX) tem ganhado notavel atencéo e tem sido bastante
estudado e frequentemente aplicado em formulacdes alimenticias, cosméticas,
farmacéuticas, e até mesmo na industria petrolifera. Com o objetivo de explorar ainda
mais as fun¢des desse polissacarideo, muitos estudos tém se concentrado em verificar 0s
efeitos de diversos tratamentos fisicos e quimicos, na relacdo estrutura-propriedades
técnico-funcionais. Um dos tratamentos aplicados, vem sendo a adicdo de eletrdlitos para
mudar a forca ibnica do meio, que consiste no foco de estudo do presente trabalho de
pesquisa. Em este estudo se pretendeu determinar as caracteristicas fisico-quimicas e
perfil reolégico, de dispersbes aquosas de goma xantana contendo sais de qualidade
alimentar (NaCl, KCI, MgGle CaC}) em concentracdes calculadas de modo a se obter
diferentes forcas ibnicas (50 mM e 100 mM). No estudo, foi determinado o efeito da
blindagem eletrostatica dos cations dos sais, nas cargas elétricas das cadeias da goma
xantana, o que foi verificado pela diminuicdo em modulo da grandeza potencial zeta
Também em termos estruturais, foram identificadas duas distribuicbes de tamsanho d
particulas de goma xantana, cuja polidispersidade ou grau de heterogeneidade foi
ligeiramente incrementado pela presenca de sais divalentes o(MgCaCl). Esses

aspetos estruturais geraram mudancas nos parametros reolégicos avaliados para as
dispersdes. Especificamente, a viscosidade aparente foi ligeiramente diminuida para as
dispersbes contendo sais com cations de maior raio ato(fitoe C&*). O
comportamento viscoelastico foi afetado pelos sais adicionados na maior for¢a i6nica
(100 mM), sendo determinada a dispersdo com a estrutura de um sélido elastico. Assim,
o estudo pdde contribuir para se discutir e se compreender melhor como interacdes entre
cadeias de goma xantana e diferentes cations em meios aquosos levam a mudancgas nas

caracteristicas reoldgicas desses meios.



ABSTRACT

GALVAN, Zoila Rosa Nieto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2017.
Structural and rheological characteristics of aqueous xanthan gum dispersion under
influence of different ionic strengths. Advisor: Eduardo Basilio de Oliveira&Co-
advisors: Afonso Mota Ramos and Jane Sélia dos Reis Coimbra.

Xanthan gum (XG) has received great attention, extensively studied and often applied in
food, cosmetic, pharmaceutical formulations, and even in the oil industry. In order to
further explore techno-functionalities of this polysaccharide, some studies have focused
on verifying the effects of physical and chemical modificationX@rstructure-function
relationships. One of such modifications is the addition of electrolytes to change the ionic
strength of the medium, which is the study focus of this research work. Here, we aimed
to determine physicochemical and rheological characteristics of agueous dispersions of
XG, containing food grade salts (NaCl, KCI, MgGind CaGJ) at concentrations
adequately chosen to obtain different ionic strengths (50 mM and 100 mM). The
electrostatic shielding effect of salts cations on the eletititarges of th&XG chains

was evaluated through zeta potential analyses. Also, in structural terms, two size
distributions of XG particles were identified, whose polydispersity or degree of
heterogeneity was slightly increased by the presence of salts formed by biatitam c
(MgCl2 and CaGl). These structural aspects generated changes in the rheological
parameters evaluated for the dispersions. Specifically, the apparent viscosity was slightly
decreased for the dispersions containing salts with cations of greater atomic radius (K
and C&"). The viscoelastic behavior was affected by the salts added at the highest ionic
strength (100 mM). In such media, the material behaved as an elastic solid. From the
study, it was interesting to have identified which characteristics of the salts present were
preponderant in the generation of changes in the propert¥& afispersions. In this

way, this study contributed to discuss and to understand how interactions between XG
chains and different cations in aqueous media engender changes in rheological

characteristics of such media.
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CAPITULO 1

Introducao Geral



Polissacarideos sdo um grupo de biopolimeros de cadeias longas (em geral, grau
de polimerizacdo > 100), constituidos por residuos de monossacarideos unidos
covalentemente por ligagdes O-glicosidica. Apresentam caracteristicas estruturais (p.
eX. grupamentos eletricamente carregaveis ou nao, conformacéo da cadeia, presenca e
abundancia de ramificacdes, grau de polimerizacdo) variaveis segundo a sua natureza
intrinseca e sua fonte especifica de obtencdo. Essas caracteristicas estruturais, por sua
vez, Ihe conferem grande diversidade de propriedades fisico-quimicas quando estao
dispersos em meios aquosos (IZYDORCZYK, CUI & WANG, 2005

A dispersibilidade dos polissacarideos em meios aqudsieterminada pelo
balanco de interacfes intermoleculares, como ligacbes de hidrogénio, entre as
moléculas de agua e os grupos funcionais (hidmxdarboxilas, aminas etcdo
biopolimero (WANG & CUI, 200%. De um ponto de vista termodinamico, se as
interacdes biopolimero-agua forem globalmente mais favoraveis que as interagcfes
biopolimero-biopolimero, a formacéo da disperséo é favorecida. Assim sendo, fatores
intrinsecos, como a distribuicdo de massas molexsda flexibilidade molecular dos
polissacarideos, influenciam diretamente sua dispersibilidade em meios aquosos.
Além disso, fatores extrinsecos como a temperatura, o pH e a forca ibnica do meio
(modulada pelo tipo e pela concentracdo de eletrélitos) também exercem influéncia

nao negligenciavel sobre a dispersibilidade dos polissacarideos.

Esses aspectos de dispersibilidade séo de grande relevancia, pois somente depois
de dispersas as biomacromoléculas podem ter suas propriedades técnico-funcionais
exploradas. No caso dos polissacarideos, destacam-se as propriedades gelificante (que
pode ser explorada com finalidade puramente sensorial ou de carreamento + liberacao
controlada de pequenas moléculaskspessante (que pode ser explorada com
finalidade puramente sensorial ou estabilizante). Disso, é facil depreender que essas
propriedades sao cruciais para se formular produtos com carateristicas de textura

especificas, estabilidade fisica melhorada, ou funcionalidades inovadoras.

11ZYDORCZYK, M.; CUI S. W. & WANG, Q. Polysaccharideums: Structures, Functional Properties, and Applicatigm:
CUI S. W., ed., Food Carbohydrates Chemistry, PhyBiagberties, and Applications. Florida: CRC Press, 2085. 6, p. 269-
313.

2 WANG, Q. & CUI, S. W. Understanding the Physical g&ndies of Food Polysaccharides. Em: Em: CUI S. W., Fabd
Carbohydrates Chemistry, Physical Properties, and ApiplicatFlorida: CRC Press, 2005. Cap. 4, p. 168-224.



Nesse contexto, nas trés ultimas décadas pesquisadores académicos e industriais
tém focado no estudo, producéo, caracterizacdo e comercializacdo de polissacarideos.
Em particular, os polissacarideos de origem microbigma exemplo, goma xantana
(bactéria Xanthomonas campestriggjoma gelana (bactéri&phingomonas elodga
dextrana (bactérid-euconostoc sp., Lactobacillus sp. e Streptococcysesgoma
welana Alcaligene$ — tém recebido atencéo pela amplitude de suas aplicabilidades
tecnoldgicas e por algumas vantagens comparadas a polissacarideos de fontes vegetais,
animais ou extraidos de algas (OLIVEIRA, 28)1Essas vantagens incluem sua n&o
dependéncia de fatores sazonais para a producdo (ja que sdo produzidas
industrialmente em biorreatores), o custo relativamente baixo dos substratos usados
para sua producédo e a menor variabilidade (logo, melhor reprodutibildizdsyias

propriedades de interesse.

Um dos polissacarideos de origem microbiana extensivamente estudado
comercializado e utilizado é a goma xantana (GX), um heteropolissacarideo
descoberto pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), que teve
sua producéo em escala piloto iniciada no comeco do ano de 1960. Segundo um estudo
de mercado feito por SHARMA (20%5as maiores producdes @&X sdo nos Estados
Unidos, na Austria, na Franca e na China. No Brasil informacées acerca da producgéo
de GX sao escassas e praticamente toda a GX consumida no pais, pelas indastrias de
alimentos e de petrdleo provem de paises como China, Franca e Estados Unidos.
Segundo estimativas do Sistema de Analaseldformacdes de Comércio Exterior
(ALICE, 2010) US$26 milhGes seriam necessérios para importar 7.200 toneladas de
GX para o Brasil (SOUZA, et al., 2092

A GX é obtida por fermentacéo aerébica pela bac¥ai#homonas campestris
podendo utilizar como substratos diversas fontes de carbono (p. ex. glucose, sacarose,

soro acido de leite, soro de queijo, melaco de cana, residuos de polpa de beterraba,

3 OLIVEIRA, S. A. Dextrana: revis&o sobre uso e possiveisagiles industriais. Rio Claro, 2013. 46 f. Trabalhoatelusédo
de curso-Bacharel em Ciéncias Biologicamiversidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”.

4 SHARMA, A. Xanthan gum market: Industry growth and refiasts to 2020. Disponivel em:
<https://www.linkedin.com/pulse/xanthan-gum-markettistry-growth-forecasts-2020-anurag-sharma>. Acceso em:daio
de 2016.

5S0UZA, M. J. D.; DRUZIAN, J. I.; FERREIRA, P. F. & RODRI®Z, S. R Producéo biotecnolégica de goma xantana em
alguns residuos agroindustriais, caracterizagdo e aplieac®Revista Eletronica em Gestdo, Educacdo e Tecnologia
Ambiental, v. 8, p. 1761-1776, 2012.



milho, amido de mandioca) (PALANIRAJ & JAYARAMAN, 2091 Possui uma

grande capacidade de aumentar a consisténcia de meios fluidos aquosos, mesmo em
concentragcdes massicas muito pequenas (da ordem de 0,1 %), sendo por isso um dos
agentes espessantes mais utilizados nas areas alimenticia, farmacéutica, quimica,

cosmética e mesmo petroquimica.

Ha alguns estudos publicados que xawea compreender e controlar as
propriedades técnico-funcionais de GX em meios aquosos. Em alguns desses estudos,
modificacdes de propriedades fisico-quimicas do meio, como temperatura (NAJI,
RAZAVI & KARAZHIYAN, 20127, GULREZ et al., 2013, pressdo (EREN
SANTOS & CAMPANELLA, 201%; LANEUVILLE, TURGEON & PAQUIN,

20139, pH (LIU et al., 201%) presenca de outros biopolimeros (GRISEL et al.,
2015% DESPLANQUES et al., 2013 e o efeito de alguns sais (XU et al., 2815
BRUNCHI, MORARIU & BERCEA, 201%) foram avaliadas a fim de se verificar se

tais modificagcdes levam a atenuacao ou ao reforco das propriedades espessantes da
GX. Todavia, nossa analise indicou que o efeito da forca ibnica do meio sobre as
propriedades da GX, modificada tanto pela concentracdo quanto pelo tipo de sais,
ainda permanece carente de uma caracterizacdo mais detalhada e de correlacdes mais
aprofundadas entre caracteristicas estruturais da GX no meio e propriedades reoldgicas

6 PALANIRAJ, A. & JAYARAMAN, V. Production, recovery and applications of xanthan dynXanthomonas campestris.
Journal of Food Engineering,v. 106, p. 1-12, 2011.

7 NAJI, S.; RAZAVI, M. A. S. & KARAZHIYAN, H. Effect of thermal treatments on functional propertiecrass seed
(Lepidium sativum) and xanthan gums: A comparativéysieood Hydrocolloids,v. 28, p. 75-81, 2012

8 GULREZ, K. H. S.; AL-ASSAF, S.; FANG, Y.; PHILLIPS, @. & GUNNING, P. A Reuvisiting the conformation of xanthan
and the effect of industrially relevant treatmearbohydrate Polymers,v. 90, p. 1235-1243, 2012.

9 EREN, M. N.; SANTOS, H. S. P. & CAMPANELLA, OMechanically modified xanthan gum: Rheology and
polydispersityaspect€arbohydrate Polymers v. 134, p. 475-484, 2015.

10| ANEUVILLE, I. S.; TURGEON, L. S. & PAQUIN, PChanges in the physical properties of xanthan gumdad by a
dynami high-pressure treatmefarbohydrate Polymers v. 92, p. 2327-2336, p. 2013.

1 LU, L; ZHAO, Q.; LIU, T.; LONG, Z.; KONG, J. & ZHAQ M. Sodium caseinate/xanthan gum interactions in agueous
solution: Effect on protein adsorption at the oilewatgerface Food Hydrocolloids,v. 27, p.339-346, 2012.

12 GRISEL, M.; AGUNI, Y.; RENOU, F. & MALHIAC, Clmpact of fine structure of galactomannans on thairiactions with
xanthan: Two co-existing mechanisms to explain thergynFood Hydrocolloids,v. 51, p. 449-458, 2015.

13 DESPLANQUES, S.; GRISEL, M.; MALHIAC, C. & RENOU, FStabilizing effect of acacia gum on the xanthanchéli
conformation in aqueous solutiofood Hydrocolloids,v. 35, p. 181-188, 2014.

14 XU, L.; DONG, M.; GONG, H.; SUN, M. & LI, Y Effects of inorganic cations on the rheology of aquewelsn,xanthan,
gellan solutions and their mixtureSarbohydrate Polymers v. 121, p. 147-154, 2015.

15 BRUNCHI, C. E.; MORARIU, S. & BERCEA, Mintrinsic viscosity and conformational parameters of kantin agueous
solutions: Salt addition effed€olloids and Surfaces B: BiointerfacesV. 122, p. 512-519, 2014
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das dispersdes aquosas correspondentes. Em vista disso, este trabalho tem como

objetivo dar uma contribui¢cdo adicional nessa &rea do conhecimento, por meio de uma

investigacdo das caracteristicas estruturais moleculares de GX em dispersdes aquosas

contendo como cossolutos diferentes sais relevantes para a industria alimentar (NacCl,

KCI, MgCl; e CaCi), e em diferentes forcas ibnicas (u=50 Mm E p=100 Mm), além

de correlacionar essas caracteristicas com as propriedades reoldgicas dessas

dispersdesA presente dissertagéo foi assim estruturada:

)

Um capitulo em que se apresenta um referencial tedrico e um estudo
bibliografico sobre a goma xantana, abrangendo dados sobre sua estrutura,
propriedades fisicas em meios aquosasma abordagem dos conceitos de
reologia (Capitulo 2).

Um capitulo estruturado como manuscrito de artigo, no qual é descrita a parte
experimental deste trabalho de pesquisa. Aqui, foi feito um detalhamento da
metodologia empregada para a caracterizacd®Xa preparo das dispersdes

e as técnicas analiticas empregadas. Também foram detalhados: os resultados
acerca das carateristicas estruturais da GX dispersa (diametro médio e potencial
¢ das particulas); as caracteristicas reolégicas das dispersdes (estudadas por
ensaios de comportamento ao escoamento e por ensaios dinamico-oscilatorios);
discussdes sobre correlagbes entre carateristicas estruturais da GX e

propriedades reoldgicas de suas dispersdes (Capitulo 3).

i) Um capitulo como conclusdo geral, detalhando sobre aspectos chaves na

literatura que motivaram a realizacdo do presente trabalho, também as
caracteristicas evidenciadas na parte experimental e uma perspectiva de estudo
com outras técnicas que auxiliam na elucidacdo das mudancas conformacionais

da goma xantana (Capitulo 4).
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1. GOMA XANTANA

1.1 Origem e producéao industrial

O polissacarideo goma xantana (GX) foi descoberto pela equipe de Allene Jeanes
no ano 1950, durante o desenvolvimento de um programa da USDA (Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos) dedicado a pesquisa de microrganismos para
biopolimerosA GX foi a primeira de uma geracao de polissacarideos produzidos por
biotecnologia e, na época, era referido pelo codinBrid59 (HUBLIK, 2012). A
producdo comercial de GX inicimedez anos ap0s o seu descobrimento e o Grupo
Kelco (hoje, CPKelco) foi a primeira companhigroduziia em grandes quantidades
a partir de 1961. Depois de rigorosos testes toxicoldgicos e estudos de seguranca,
GX recebeu permissdo para o0 uso em alimentos em 1969 pelo Food and Drug
Administration (FDA, 6rgao de administracédo de alimentos e medicamentos nos EUA
(PRADELLA, 2006). Na Europa foi aprovada para ser usada em alimentos em 1974 e
inclusa na lista Europeia dos agentes espessantes e gelificantes legalmente permitidos
com o codigo E415 (STEPHEN, PHILLIPS & WILLIANS, 2006). No Brasil desde
1965 foi permitida a adicdo de GX nos alimentos, pelo Decreto lei n°55.871 da
Legislacdo Brasileira de Alimentos (PRADELLA, 2006A GX € um
exopolissacarideo sintetizado na superficie da parede celular da bactéria fitopatogénica
Xanthomonas campestrdurante seu ciclo normal de vida. A producdo industrial
desse biopolimero é realizada em processo descontinuo, que inicia com a inoculacao
da cepa selecionada do microrganismo em um meio estéril contendo matérias primas
que constituem fontes de carbono (p. ex. glicose, sacarose, melaco de cana de acucar,
soro de queijo, residuos de polpa de beterraba, amido de mandioca, amido
parcialmente hidrolisado de milho e arroz), a fonte de nitrogénio (p. ex. nitrato,
amonio, glutamato, nitrato de amommrganicq (PALANIRAJ & JAYARAMAN,

2011) e tracos de minerais (p.ex. sulfato de magnésio, fosfato de potassio)
(URLACHER & NOBLE, 1997). Depois da inoculacéo, a fermentacéo € continuada
por 3 dias a 30 °C. Apos a fermentagdo, o caldo é esterilizado e a GX € entdo
recuperada por precipitacdo com aisqoomo o etanol, o metanol ou o isopropanol)
(PALANIRAJ & JAYARAMAN, 2011), seguida de secagem moagem para
minimizar a granulometria do pé (SWORN, 2009).



1.2 Estrutura e conformacao molecular

A goma xantana (GX) é um heteropolissacarideo anionico, cuja denominacao
bioguimica ép-(1—4)-D-manopiranosil-(4,6-O-piruvil)- -(1—2)-D-glucorénico-
a(1—3)-D-manopiranosil-(6-O-acetil)-3-Of-(1—4)-D-glicopiranose

Sua estrutura molecular, representada na Figura 1, consiste de uma cadeia
principal de residuos de glicose unidos por ligaghés—4), contendo uma cadeia
lateral trissacaridica a cada dois residuos de glicose. A cadeia substituinte € composta
por uma manose interna acetilada unida a cadeia principal na posicdo O-3, pelo
grupamento acido glucurénico e uma manose terminal com um acido piravico ligado
a um acetal 4,6-ciclico (DAMODARAM & PARKIN, 2017).

CHLOH CHLOH

G, 0,
Cadeia principal
OH O~ B-[1-4} -D-glicopiranose
OH OH
¢ n
CH,0CCH, o
20 3
HOWOH ——————————— o-{123}-D-manopiranosil-(6-O-acetil)
COooOM*
0
B-{1-2)-D-glucordnico
GOOM* /O CH, OH
0
\‘C OH
CHy \0 OHHO B-(1-4)-D-manopiranosil-{4,6-0-piruvil}

M*=Na*, K+, ¥z Ca2+

Figura 1. Unidade monomérica da goma xantana. Fonte: HUBLIK (2012).

As cadeias laterais correspondem a uma proporcao de aproximadamente 60% da
massa da molécula de GX; sendo por isso que as propriedades fisico-quimicas Unicas
desse biopolimero lhe s&o atribuidas. A solubilizacdo completa das cadeias
poliméricas, mesmo em agua fria € uma das caracteristicas conferidas gracas a
natureza polieletrolitica das ramificac6es. Em geral, a massa molecular média da goma
xantana é elevada, na ordem delZflDa, e 0 biopolimero se caracteriza por ter baixa
polidispersidade (URLACHER & NOBLE, 1997).



Fatores como a temperatuforca ibnica e o estresse mecanico gerado no
processamento de materiais contendo este polissacarideo podem induzir mudancgas na
conformacao das cadeias e na massa molecular média de GX, e os efeitos disso séo
notados nas suas propriedades em solucdes (a serem abordadas em secdes

subsequentes).

Resultados de estudos que trataram da conformacdo das cadeias de GX foram
compilados porSWORN (2009). Pela aplicacéo da técnica de difracdo deXafos
observado que no estado sdlido as cadeias adotam uma conformacé&o helicoidal, tendo
ashélices um passo detl,7 nm £0,94 nm por cadeia principal de dissacarideo). A
estabilidade dessa conformacdo molecular foi atribuida a presenca de ligacdes de
hidrogénio que permitem que as cadeias laterais se disponham em volta da cadeia
principal. Também foi relatado que, em solu¢des aquosas, essas macromoléculas se
comportam como hélices rigidas, sem negligenciar a existéncia de dupla e tripla hélice,
que podem permitir interagdo com outras moléculas polimérimamar complexos.

Em meios aquosos a temperaturas mais elevadas que a ambiente, a GX pode sofrer
uma transicdo conformacional, passando a apresentar uma estrutura molecular mais
flexivel e, consequentemente, menos ordenada. Duas conformacdes da estrutura
ordenada da GX foram descritas: uma nativa (conformagdo “A”) e uma renaturada
(conformagdo “B”). Essas duas conformagfes possuem a mesma massa molecular,
mas a conformacdo B gera no meio viscosidades mais elevadas em relacdo a
conformacdo A na mesma concentracdo massica. A transicdo conformacional da
estrutura nativa para a desnaturada € irreversivel, ao passo que da forma renaturada a
desnaturada a transicao é reversivel (URLACHER & NOBLE, 1997).

GULREZ et al. (2012) aplicaram a técnica de microscopia de forca atébmica
(AFM) e observaram dois modelos conformacionais para as moléculas deoGX: n
primeiro, predomina a conformacado com um formato de espiral randémico em que as
cadeias lineares foram menos pronunciadas e apresentaram maior flexibilidade (Figura
2a). J& no segundo modelo, as cadeias apresentam conformacéo helicoidal renaturada,
constituida por estruturas rigidas com aparéncia relativamente linear e regides da

cadeia com estrutura helicoidal dupla mais flexivel (Figura 2b).
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Figura 2. llustracao esquematica e topografica (AFM) da conformacao estrutural
desordenada de GX (2a) e renaturada de GX (2b). Fonte: GULREZ et al. (2012).
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1.3 Propriedades reoldgicas de sistemas aquasmntendo goma xantana

A GX gera altas viscosidades em meio aquoso, mesmo a baixas concentracdes
massicas (da ordem d6,1 %),e éessa caracteristica que Ihe tornou conhecida como
um dos mais potentes espessantes alimenticios (SAHA & BHATTACHARYA, 2010)
Além disso, meios aquosos contendo GX apresentam uma diminui¢cao da viscosidade
guando mecanicamente solicitados (incremento da taxa de deformacdo), o que
corresponde ao comportamento pseudoplastico (OCHOA et al., 2000).
Estruturalmente, essas caracteristicas reoldgicas podem ser atribuidas a dois fatores: i)
a rigidez das moléculas do biopolimero, que adotam uma geometria semelhante a
hastes; e i) a massa molecular elevada. Na Figura 3 sdo mostrados, de forma
esquematica, o comportamento da viscosidade apargme (s) e da classificacao
reolégica de solucdes de GX em funcéo da taxa de deformacéo apficadd)|
juntamente com modelos da variacdo da disposicdo das cadeias poliméricas nas

diferentes condi¢cfes hidrodinamicas.
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Viscosidade Viscosidade variavel Viscosidade
elevada constante 3  Comportamento pseudoplastico menor constante
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(Paxe)

Taxa de deformacgde (s)

Figura 3. Representacdo esquematica da origem molecular do comportamento de
fluxo de solugdes de goma xantana. FOB#&ORN (2009).

Conforme mostrado na Figura 3, a baixas taxas de deformpg8d 671), ndo
h& um desenovelamento significativo expressivo da estrutura e a viscosidade tende a
se manter elevada e aproximadamente constante. Submetidas a valores intermediarios
de taxa de deforngdo (0,1 s™! <y< 100 s71), as solugdes apresentam
comportamento pseudoplastico, como consequéncia do enfraquecimento das
interacbes que favorecem a associagcao das cadeias. Por fim, a taxas de deformacéo
elevadasy> 100s~1), o efeito do cisalhamento sobre as cadeias ja desenoveladas de
GX é pouco significativo, mantendo-se a viscosidade novamente constante, mas a
valores consideravelmente reduzidos (CHOPPE et al., 2010; SWORN, 2009).

Nessas condicfes, as cadeias desenoveladas formam redes ordenadas, que alguns
autores denominam “géis fracos” (RAO, 2014; SWORN, 2010URLACHER &
NOBLE, 1997 XU et al., 2013) apesar de essa nomenclatura ser controversa [pois um
gel se define como um material semissélido estruturado e, em ensaios dinamico-
oscilatorios, apresenta o médulo elastico maior do gue o0 modulo viscoso
(G>G”")] (VILGIS, 2015). Segundo RAO (2014), dispersbes de GX sao tradicionais

exemplos do comportamento viscoelastigel fraco”.
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Este comportamento se caracteriza pelos médulos dina@itess’’) apresentarem

alta dependéncia em relacdo a frequéncia e menor diferenca entre os valores dos
maédulos, o qual é atribuido a uma condi¢do de relaxamento na estrutura. Propriedades
reologicas de GX em solucdes aquosas com variagdes de temperatura, pH e presenca
de sais (eletrélitos) tém sido descritas na literatura. De forma resumida, a medida que
se aumenta a temperatura, a viscosidade das solucdes deste biopolimero diminui, e
esse comportamento € reversivel na faixa de temperaturas de 20-70-20 °C. Durante o
aquecimento [115 °C / 30 minutos (GLICKSMAN, 1982; NAJI, RAZAVI,
KARAZHIYAN, 2012); 80 °C (HATAKENAKA, LIU & NORISUYE, 1987 DIAZ,
VENDRUSCOLO, C. T. & VENDRUSCOLO, J. S., 2004); 10-90 °C (URLACHER

& NOBLE, 1997)], a estabilidade da consisténcia das dispersdes de GX na presenca
de saise fortemente mantida, ao comparar com outros biopolimeros, podendo reter
guase integralmente o valor de viscosidade inicial. O efeito especifico do sal vai
depender da concentracdo de GX em solucéo: em baixas concentragfes de GX (abaixo
de 0,3%), a viscosidade diminui ligeiramente quando uma pequena concentracao de
sal é adicionada (1% de KCI), o que pode ser atribuido a atenuacao das forcas de
repulséo eletrostaticas intermoleculares devido a presenca de contra ions (SWORN,
2010). Se, por outro ladagconcentracao de GX é maior (acima de 0,3%) em um valor
fixo de 1% de KCI ou NaCl (DIAZ, VENDRUSCOLO, C. T., VENDRUSCOLO, J.

S., 2004 SWORN, 2009), a interacdo entre as moléculas poliméricas aumenta devido

a deplecdo de moléculas de agua, que passam a solvatar preferencialmente os ions do

sal, e consequentemente observa-se um aumento na viscosidade da solucéo.

2. POLISSACARIDEOS EM DISPERSOES AQUOSAS

2.1 Generalidades

Sistemas aquosos contendo polissacarideos e outras macromoléculas como as
proteinas constituem dispersdes coloidais. Segundo LOPES (2015), as dispersfes
coloidais sdo sistemas visualmente homogéneos em que as moléculas do
polissacarideo além de interagir com as moléculas do solvente, interagem entre si;
formandose assim dominios hidrodindmicos cujas propriedades termodinamicas

interfaciais e suas variacdes regem as propriedades termodindmicas desses sistemas
12



(propriedades oticas, eletrocinéticas, potenciais termodinamicos, etc.). As solucdes
mesmo que também sejam formadas como misturas homogéneas (monofasica), estao
constituidas por espécies quimicas ou moléculas que apenas interagem com o solvente.
Ja neste estudo os sistemas aquosos contendo o polissacarideo goma xantana é
denominado como dispersédo, considerando que essa macromolécula em meios

aguosos forma esses sistemas coloidais.

Polissacarideos dispersos em meios aquosos permitem dilusigar
propriedades técnico-funcionais de interesse (p. ex. espessantes, estabilizantes ou
gelificantes). As caracteristicas inerentes a estrutura quimica e conformag&o molecular
dos polissacarideos, bem como as propriedades fisico-quimicas do meio aquoso séo as
gue condicionam a ocorréncia de ditas propriedades relevantes para as mais diversas

industrias.

A capacidade de dispersibilidade dos polissacarideos tem sido categorizada em
funcado das condicdes térmicas de dispersdo. Assim, se tem polissacarideos facilmente
soluveis que podem ser dissolvidos em &gua fria; os intermediariamente solUveis que
somente podem ser dissolvidos em agua quente e 0s insolluveis que ndo podem ser
dissolvidos nem mesmo em agua quente (WANG & WOOD, 2006). A faixa de
concentracdo dos polissacarideos possibilita ou ndo em certo @rau
associacao/interacdo das moléculas quando estdo em solucfes/disherdigzas
concentrgdesesses sistemas aquosos se encontram em um estado de, @ilaigue
as moléculas de agua se reorganizam na interface polissacarideo-agua, e essas
entidads de forma independente contribuem para a ocorréncia das propriedades
fisicas do meio. Assim que esses sistemas aquosos diluidos sejam aptos para estimar
caracteristicas moleculares como a massa molecular e a sua distribuicdo, a
conformacao molecular e os aspectos de interacdo. Na medida em que a concentracao
for aumentadaassociacdo entre as moléculas é favorecida, sendo sobrepostas devido
a menor disponibilidade das moléculas de agua parat&dhsm Neste ponto a
concentracdo atinge um valor critico (C*), que se for ultrapassado, as cadeias do
polissacarideo interagem até o ponto em que se da a formacdo de estruturas como
redes; essas solucdes/dispersdes sdo denominadas como semi-diluidas. No estado em
que as solucdes/dispersbes estdo concentradas (C>>C*), as cadeias dos
polissacarideos séo induzidas a precipitar, colidir ou formar estruturas moleculares

colapsadas (WANG & CUI, 2005).
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A dispersibilidade € favorecida pelo balanco de interacfes intermoleculares entre
as moléculas de agua e os polissacarideos, bem como por aspectos como a

conformacao estrutural e a massa molecular.

Os grupos funcionais (hidroxilas, carboxilas, aminas etc.) presentes ao longo das
cadeias do polissacarideo interagem com as moléculas de agua por meio de ligacdes
de hidrogénio. Esse tipo de ligacfes consiste em interacdes atrativas de curto alcance,
em que os dois atomos de hidrogénio proveem locais de carga positiva para se ligar
covalentemente com dois atomos eletronegativos. As ligagdes de hidrogénio sao de
carater exotérmico, relativamente fortes (na ordem de ~10-40 k¥mobtem ser
enfraquecidas por efeitos do incremento da temperatura. Essas ligacbes desempenham
um papel muito importante para a formacdo de complexos intermolecularesna ser
criadas entre um biopolimero neutro e um carregado ou também entre dois
biopolimeros neutros. J& nos complexos intramoleculares, as ligacdes de hidrogénio
participam do dobramento/desdobramento, assim como da conformacéo helicoidal dos
polissacarideos (SEMENOVA & DICKINSON, 2010).

Polissacarideos com menor regularidade (ou menor uniformidade na sequéncia
das unidades monoméricas e das ligacGes glicosidicas) na estrutura molecular
apresentam maior flexibilidade das cadeias que favorece a dispersibilidade. A razéo
disso € que se evita a formacdo de estruturas mais compactadas que impedem a
hidratacdo efetiva das cadeias. presenca de ramificacbes e grupos ionizaveis
(carboxilatos COO- ou sulfatos SO42-) diminui a ass@oiagtre as moléculas pelo
impedimento estérico e repulséo eletrostatica respectivamente, constite amkim
em barreiras fisicas que possibilitaen disponibilidade das cadeias para serem
solvatadas. Um outro fator moleculas @olume tedrico que ocupa um polissacarideo
guando se desloca no meio aquoso, que depende da massa molecular e o grau de
polimerizacdo desses biopolimeros. Essa caracteristica afeta a taxa de dispersao dos
polissacarideos; sendo menor para aqueles com massa molecular elevadapdevido a
maior tempo para o desagregamento das particulas ou a difusdo dessas para o bulk da
solucao/dispersao (WANG & CUI, 2005).
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2.2 Medidas de tamanho de polissacarideos em dispersdes aquosas

Um outro parametro que também nos permite aferir as dimensfes das moléculas
dos polissacarideos é o raio hidrodinamico, cujas caracteristicas e técnica de medicéo
serdo abordadas nesta se¢do. O raio hidrodindmico de uma particula é o raio de uma
esfera hipotética, a qual representa as moléculas biopoliméricas solvatadas pelas
moléculas de agua. Essa entidade se desloca com a mesma velocidade daquelas
particulas do meio dispersante que também se encontram em movimento durante a
medicdo. A técnica de espalhamento dindmico de luz ou DLS (Dynamic Light
Scattering) € utilizada para o estudo do tamanho e distribuicdo do tamamho d
macromoléculas em sistemas aquosos diluidos (WANG & CUI, 2005). O fundamento

da técnica DLS é representado na Figura 4.

Luz incidente —= Q* =

Detectaor =

Figura 4. Configuracao geral da técnica DLS. Fonte: EISER (2014).

Na Figura 4, a luz que atravessa a dispersao diluida € blogueada e espalhada pelas
particulas em movimento Browniano, ou seja, que se encontram deslocando
aleatoriamente devido as constantes colisbes moleculares no meio a§uoso.
intensidade da luz dispersa flutua, aumentando ou diminuindo em diferentes
frequéncias, em funcdo do tamanho da particula que a dispersou. Na préatica um
detector mede a rapidez dessas flutuagbes no tempo, a partir da qual é construida a
funcé@o normalizada da correlagéo da intensidade com o tgm@9, (Equacdes &

2) (GILLIS et al., 2015).

g@ @) = (i(0)i(t)) = A+ (Bg.1(1))* 1)
g1(t) = Be™™ (2)
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Das funcdes de correlac&be B sdo constantes com valores perto deéla taxa
de decaimento dg@® (t) no tempoi é a intensidade da disperséo da luz, que € medida
e comparada em um tempo iniciéd) e um tempo finad(t), por meio das flutuacdes
que resultam do movimento das particulas dispersas (vide Figura 5a), e logo
correlacionadasg(®(t), g,(t)) em fungdo do tempo (vide gréafico plotado na Figura
5b).

I g Correlagio perfeita
B

Particulas maiores
iculas menores

t= tempo t=00
@) (b)

Figura 5 Grafico (a) das flutuacbes da intensidade da luz e (b) da funcdo de
correlacdo da intensidade com o tempo. Fonte: EISER (2014).

A grandezd’ é medida varias vezes e o valor médio é usado para determinar o
coeficiente de difusdoD (nm?-s~1), pela Equacdo 3 (MORRIS, ADAMS &
HARDING, 2014).

r=q%D (3

Em que,q € o vetor de onda de luz. O coeficiente de difu®a@mm?-s~1)
permite calcular o raio hidrodinamico das particulas dispersas por meio da equacéao

Stokes- Einstein (Equacéag. 4

D= RT 4)
N 611'11NA1‘H
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Em queT (K) é a temperatur® é a constante dos gases (§,3tnol™1 - K1),
n é a viscosidade do meidPq-s), N, é a constante de Avogadr®,q23 X

10%3mol~1), y é o raio hidrodinamicénm) (EISER, 2014).

A distribuicdo de tamanhos de moléculas ou particulas é outra propriedade dos
biopolimeros em dispersdes aquosas. Essa caracteristica das dispersdes é representad
pelo indice de polidispersidade ou como recomendado pela IUPAC, indice de
dispersidade ou dispersidade (NOBBMANN, 2014). Em GILBERT et al. (2009), o
indice de dispersidade ou de heterogeneidade é definido como a magnitude da
distribuicdo da massa molecular ou do grau de polimerizagdo de uma dispersao

biopolimérica, e pode ser calculado pelas Equacgdes 5 e 6.

M 5
o, - M (5)

M,

X 6
o Xw ©

X,

Em queb,, e by (adimensional) éa dispersidade da massa molecular e do grau
de polimerizacdo respetivamenté;, e M,, (Da) € a massa molecular média em
massa e numero respetivamentg; e X,, (mondmeros/molécula) é o grau de

polimerizacdo médio em massa e numero respetivamente (GILBERT, et al., 2009).

Com a aplicagdo da técnica DLS o indice de dispersédo (PDI) pode ser determinado
como o0 quadrado da razédo do desvio padrdo e o diametro médio de cada pico da
distribuicdo (Equacéao 7).

PDI = (%)2 )

Em ques (nm) é o desvio padréo ou largura do pgab(nm) é o diametro médio
do pico (NOBBMANN, 2015). A grandeza PDI é adimensional e segundo
NOBBMANN (2014) uma dispers&amonodisperséou uniforme possui valores de
PDI<O0,1. No caso de a dispersao ser “polidispersa”, apresenta valores de PDI na faixa
de 0,1 até 0,4 para uma heterogeneidade moderada e PDI>0,4 para uma ampla

heterogeneidade. Considerando-se o termo de uniformidade a auséncia de material de
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diferente tamanho na dispersédo, e o0 contrario seria para a heterogeneidade da

dispersao.

2.3 Propriedades eletrocinéticas de polissacarideos em dispersfes aquosas

A presenca de cargas em dispersfes aquosas de polissacarideos agarante
ocorréncia das propriedades eletrocinéticas, o que traz informacgdes a respeito de um
dos mecanismos que contribui para a estabilidade desses sidieimaizacao dos
grupos funcionais (carboxilatos COO-, aminas NH3+ ou sulfatad) p&sentes na
estrutura quimica de polissacarideos é o precursor para a existéncia das cargas neles.
Também é possivel alterar as cargas presentes nas superficies, com a modificacdo do
pH ou adicdo de espécies quimicas ibnicas como sais ou surfactantes as dispersfes
Paa verificar a ocorréncia das propriedades eletrocinéticas, um campo elétrico é
aplicado a uma dispersdo contendo particulas coloidais carregadas. Como
consequéncia disso, a fase continua (solvente) se desloca com movimento tangencial
(ou cisalhanteem relacao a fase dispersa (particulas carregadas), devido a assimetria
de cargas; que por sua vez gera uma diferenca de potencial elétrico na superficie.
(COSGROVE, 2010). Para a melhor compreenséao da origem da diferenca de potencial
elétrico na superficie das particulas, se tem definido uma regido chamada de dupla
camada elétrica (vide Figura 6), a qual é localizada entre a superficie da particula
coloidal e um plano a uma distanaiala superficie. Essa regido se caracteriza pela
distribuicdo assimétrica de cargas ao redor da particula coloidal, que se movimentam
randomicamente (WALL, 2010).

Dupla camada
« P clgtrica

Plano de
g / cizsalhamento

Particula carregada
negativamente

@.

Figura 6. Representacdo da dupla carr
. elétrica e a diferenca de potencial elétrico

=100
Q<_ it superficie de uma particula coloidal.
i Potencial f
': Fonte: MALVERN INSTRUMENTS
T x MANO0317, (2004).
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Na pratica, para a medicédo da diferenca potencial elétrico de um plano que esta a
uma certa distancia da superficie de particulas biopolimépie@sacial {) ou da carga
predominante na superficie dessas particulas, se utiliza o principio da mobilidade
eletroforética. Esse principio é definido como o fendmeno de deslocamento da fase
dispersa (particulas carregadas) em relacao a fase continua (estatica) quando se aplic

um campo elétrico ao sistema (C).

A técnica de velocimetria de laser Doppler ou LDV (Laser Doppler Velocijnetry
€ a empregada pelo equipamento para aferir a velocidade de particulas coloidais sob o
efeito do fenbmeno de eletroforese. Durante a medida € utilizada uma célula capilar
acoplada com eletrodos (vide Figura 7), na qual as particulas dispersas se deslocarédo
em direcdo ao eletrodo de carga oposta. A luz emitida pelo laser é dispersada, o que
produz um sinal de intensidade cujas flutuacdes sao proporcionais a velocidade das
particulas (MALVERN INSTRUMENTS - MAN0317, 2004).

Detector

Luz /

HE . Célula capilar

= @*"T dispersada .
; o ©
. o |@
] f‘ Intensidade
< |1] da luz

e | dispersada

J_ """""""""""""" i Tempo

Luz inéﬂte

Figura 7. Principio da técnica LDV para a determinac@o da mobilidade
eletroforética. Fonte: MALVERN INSTRUMENTS, MAN0317 (2004).

A mobilidade eletroforética é calculada pela medi¢éo da velocidade e direcédo das

particulas coloidais sabefeito do campo elétrico controlado (Equagéo 8).

P ®)
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Em que,u, (m?-s71-V"1) é a mobilidade eletroforética; (m-s~1) é a
velocidade das particulaEdmV - m~1) é o campo elétrico aplicado.

O potencial { (mV) é calculado utilizando a aproximag¢do de Smoluchowski para

a dupla camada elétrica (Equagéo 9).

£r€0Q 9)
n

He =

Emqueg, (C?- kg™t -m™3-s?) é a permissividade elétrica do meio dispersante,
g (C*-kg™1-m™3-s%) é a constante de permissividade no vacupnV) é o

potenciall, en (Pa - s) é a viscosidade do meio dispersante (WALL, 2010).

3. REOLOGIA

3.1 Definigéo e relevancia

O termo “reologia” deriva da palavra gregheos que significafluir. Inspirase
nos trabalhos do fildsofo Heraclito (500 a.C.), segundo omgivab. psi (panta rhe),
pode ser traduzido pottudo flui”. Eugene C. Bingham, em 1928, foi o primeiro
pesquisadomr utilizar o termo “reologia’’, que foi bem aceito pela comunidade
cientificaeformalmente adotado em 1929, quando foi fundada a Sociedade Americana
de Reologia (STEFFE, 1996).

Usualmente o termtreologia” é definido, como sendo a ciéncia que estuda a
deformacé&o ou 0 escoamento da matéria ou, em outras palavras, o estudo da resposta
mecanica do material quando uma tensao é aplicada sobre ele (BARNES, HUTTON
& WALTERS, 1989). Em diversos campos das ciéncias (p. ex. processamento de
plasticos, polimeros e compdsitos, tecnologia de concreto, bioengenharia, escoamento
de tintas, cosméticos, farmacos e alimentos), as propriedades reoldgicas dos materiais
variam desde sua formulacao inicial, passando pelo processamento, até seu transporte
e armazenamento. Especificamente na industria de alimentos, um conhecimento
acurado das propriedades reoldgicas dos materiaexessario para o controle de
qualidade, avaliacdo da textura dos alimentos, determinacdo da funcionalidade de

ingredientes, testes de vida de prateleira baseados em estabilidade fisica e, ainda,
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calculose simulacdesde execucdo de operacdes unitarias visando ao projeto ou a

selecédo de equipamentos e tubulagdes (STEFFE, 1996).

Diante do acima exposto, as propriedades reoldgicas correspondem ao
comportamento mecéanico de um material quando este é submetido a alguma
solicitacdo mecéanica. Embora as propriedades reoldgicas sejam orientadas de um
ponto de vista macroscopico, elas sao influenciadas por caracteristicas estruturais do
material, devido a mudancas tanto das interacfes intermoleculares quanto do
empacotamento das moléculas que o constituem. De acordo com o tipo de resposta dos
materiais quando mecanicamente solicitados, estes séo classificados como elasticos,
VisSc0so0s ou viscoelasticos. Os dois primeiros casos referem-se a um comportamento
ideal, correspondendo respectivamente a “solidos ideais” e “fluidos ideais” (RAO,

2014). Um material com comportamento intermediario ao de um sélido e ao de um
fluido ¢ tipicamente denominado “viscoeldstico”, e € nessa categoria que, do ponto de

vista reoldgico, se enquadra a maioria dos materiais relevantes cientifica e
tecnologicamente, em particular os materiais alimentares. Como no presente trabalho
de pesquisa tivemos por objeto de estudo dispersdes aquosas de GX, nas secdes (3.2 €
3.3) subsequentes seréo apresentadas em mais detalhes as caracteristicas reologicas d

materiais fluidos e viscoelasticos.

3.2 Reologia de materiais fluidos

A teoria relacionada ao comportamento dos fluidos ao escoamento foi
inicialmente elaborada em 1687 pelo eminente cientista Sir Isaac Newton. A lei de
Newton (Equagéo 10) estabelece que a resisténcia a fluir das partes de um material
(tensao de cisalhamentg;emP3g), é proporcional a velocidade com a qual uma parte
dele desloca com relacdo a outra (taxa de cisalhamgntm s'). A grandeza
relacionada a resisténcia do fluido ao movimento € denominada viscosjd&ae (

Pas) (C).

(10)

=1~
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Na Figura 8, foi esquematizado um sistema ideal representado por um material
liquido viscoso entre duas placas paralelas, a de cima movel e a de baixo fixa. Ao
aplicar uma forga tangencial de médulo F na placa mével superior de area A, ocorre 0
deslocamento da camada do fluido adjacente a placa com a mesma velocidade desta,
no sentido das setas. A velocidadedo deslocamento do fluido varia em funcdo da
distancia ¥) a partir da placa inferior: quanto mais proximo se estiver dessa placa,
mais proxima de zero serd a velocidade do deslocamento das camadas do fluido
(BARBOSA-CANOVAS et al., 1996).

Figura 8. Fluido sob tensdo de cisalhamento constante (modelo de placas paralelas).
Fonte: SILVA (2006).

A taxa de deformac&o cisalhantegs 1), é definida como a razdo entre a variagéo
da velocidade do fluido ao longo da distanda, @mm - s~1) entre as duas placas e

o valor da variagdo desta distan@iy, em m) (Equacéo 11).

dv

=D (11)

14

Neste caso, a energia empregada para fazer o liquido fluir € continuamente
dissipada mesmo apos se cessar a aplicagdo da fagaNa pratica, as propriedades
reologicas dos materiais fluidos sao influenciadas pela temperatura, pela preasao, pel
tensdo de cisalhamento e pelo tempo de cisalhamento. Como consequéncia, 0 seu
estudo rigoroso tem uma maior complexidade. Os materiais mais utilizados nos
diferentes campos da ciéncia e tecnologia possuem especificidades que fazem com que
sua caracterizacao reoldgica requeira estudos e ensaios a serem definidos caso a casc
(BARBOSA-CANOVAS et al., 1996). Os fluidos s&o classificados segundo o seu

comportamento reoldgico como esquematicamente mostrado na Figura 9.
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Tipos de fluidos

Nao Newtonianos Newtonianos

i : - - Psendoplastico
Viscoelasticos Dependentes do Independentes do

UEino ] Lemno Dilatante

( f 1 Plastico de
Reopético Tixotrépico Bingham

Pseudoplastico .
com tensao

Dilatante com
tensao

Figura 9. Classificacdo do comportamento reoldgico de fluidos. Fonte: GABAS,
MENEZES& TELIS-ROMERO (2012).

O comportamento reoldgico de fluidos € comumente estudado de forma
quantitativa por meio de modelos reolégicos, que consistem em fungbes matematicas
que correlacionam propriedades fisicas dindmicas dos fluidos [tensao de cisalhamento
(1) e taxa de deformacao cisalhanti(ou sejar = f (y). Ao gréfico correspondente

da-se o nome de reograma.

Os fluidos Newtonianos se caracterizam pela relacdo linear da taxa de

deformacéoy, e a tensao de cisalhamentgEquacao 12), com intercepto no zero.

T=n7y (12)

Nesses casos, mudancas na viscosidade s&o influenciadas somente pela
temperatura e composi¢cdo, mas nem pelo tempo nem pela taxa de deformagéo
(GABAS, MENEZES & TELIS-ROMERO, 2012). Esses fluidos sdo geralmente
constituidos por compostos de baixa massa molecular, sendo exemplos: agua, xaropes
de acucar, a maioria de bebidas carbonatadas, a maioria dos méis, 6leos comestiveis,

sucos e leite filtradossolventes organicos (RAO, 2014).

Nos fluidos ndo Newtonianos, ndo existe linearidade na relacdo matematica entre
y et. Sua viscosidade aparente € influenciada pela taxa de deformacéo (independentes
do tempo) ou pela duracdo de uma tensdo de cisalhamento constante aplicada

23



(dependentes do tempo). A maioria de fluidos de interesse alimenticio possui
comportamento reoldgico independente do tempo; seus reogramas tipicos estao
representados esquematicamente na Figura 10 GABAS, MENEZES & TELIS-

ROMERO (2012).

t/Pa

v/s71
Figura 10. Fluidos com comportamento reolégico independente do tempo. Fonte:
GABAS, MENEZES & TELIS-ROMERO (2012).

O modelo comumente conhecido por “lei de poténcia” (ou de Ostwald-de-Waele;
Equacdo 13 é o mais usado para expressar o comportamento de fluidos néo

Newtonianos, quando o estudo desses € feito em amplas faixas de taxa de deformacéo.

™= K{y)" (13)

Na Equacgédo 13 (Pa.$) é o indice de consisténciang(adimensional) é o indice
de comportamento ao escoamento0Sen < 1, o fluido € dito pseudoplastico; se
n > 1, o fluido tem comportamento dilatante.

Para fluidos pseudoplasticos, o aumento da tensdo de cisalhamemai (
diminuindo gradualmente com o incremento da taxa de deformpjagetando-se
uma curva com intercepto no ponto (0,0) e cbncava para baixo. A origem
microestrutural deste comportamento deriva geralmente da modificacao
conformacional das cadeias longas das moléculas em dispersdo submetidas a um
gradiente de velocidade. Isso causa uma menor resisténcia a fluir, pois essas cadeias
sdo arranjadas para se alinhar paralelamente com as linhas de corrente. Ja para os
fluidos dilatantes, o aumento da tenséo de cisalhamento incrementa gradualmente com

bY

0 aumento da taxa de deformacédo, devido a existéncia de particulas densamente
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empacotadas que, ao invés de ser separadas durante o cisalhamento, interagem
intensamente entre si. Consequentemente, a viscosidade do fluido durante esse
processo, ira aumentar.

H4, ainda, casos de fluidos com comportamento independente do tempo, mas que
requerem atingir a aplicacdo de uma tensdo de cisalhamento inicial minima
(to,em Pa) para iniciar o escoamento. Algumas dispersdes concentradas de
biopolimeros apresentam esses comportamentos. Em valoresaloi@gixo det,

(chamado “tensao critica para o escoamento”) 0 material se comporta como um sélido
permanecendo sem escoar. Quando se submete tais materiais a tensfes de
cisalhamento superioregg, eles escoam. Os modelos reoldgicos que 0s representam
sdo o modelo de Bingham (Equacgéq &4 de Herschel-Bulkley (Equacédo 16).

modelo de Bingham pode ser visto como o modelo de Newton (Equacéo 12) somado
do valor t,. O modelo de Herschel-Bulkley é aplicavel tanto para fluidos
pseudoplasticos como dilatantes, mas que possuam tensao critica de cisalhamento néo
nulat, > 0, sendo aquiKy € o indice de consisténcia (Pa(&ABAS, MENEZES

& TELIS-ROMERO, 2012RA0, 2014; STEFFE, 1996).

T= Tg + NgY (14)

T= 19 + Kg(y)™ (15)

3.3 Reologia de materiais viscoelasticos

A complexidade de diversos materiais alimentares, permite que seu
comportamento reoldgico ndo seja somente predito por modelos de viscosidade. Dai a
necessidade de considerar o efeito combinado das caracteristicas viscosas e elasticas
desses materiais, assim como de verificar as causas estruturais da ocorréncia delas. Os
denominados materiais viscoelasticos sdo aqueles que possuem caracteristicas
reoldgicas intermediarias as de um fluido ideal (componente viscosa) e as de um soélido
ideal (componente elastica) (BARNES, HUTTON & WALTERS, 1989).

A resposta simultdnea de comportamento elastico e viscoso a uma solicitacao
mecanica € descrita matematicamente pelos modelos de Kelvin-Voigt e Maxwell, que
representam as propriedades reolégicas de um material viscoelastico, englobando uma
contribuicdo eléstica (idealizada por urmold’) e uma contribuicdo viscosa
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(idealizada por uni‘amortecedd?). A mola se comporta como um sélido ideal
segundo a definicdo da lei de Hooke, isso é, a energia fornecida para deformar o
material é utilizada para a recuperacdo da forma original quando a perturbacdo é
retirada. Ja o amortecedor dissipa a energia utilizada para fazer fluir o material, que
continua fluindo e ndo retoma a sua forma original ap0s se retirar a perturbacéo
(MONTEIRO, 2004). Os modelos de Kelvin-Voigt e Maxwell sdo ilustrados e
matematicamente descritos em detalhes no Anexo C.

No presente trabalho, além de analises do comportamento de dispersées de GX ao
escoamento, foram realizadas avaliaces de suas propriedades viscoelasticas, por meio
de testes dindmico-oscilatorios. Essa é a razdo pela qual dedicamos o restante do
presente subcapitulo a informacdes sobre esse tipo de ensaio reoldgico.

Os ensaios dinamico-oscilatorios sdo experimentos reoldgicos, principalmente
aplicados para o estudo do comportamento viscoelastico de materiais estruturalmente
complexos, como os alimentos. O teste é executado quando a amostra € submetida de
forma oscilatéria a uma tensdo, compreensao ou cisalhamento cujos resultados sao
sensiveisxspropriedades fisico-quimicas do material (STEFFE, 1996). Neste tipo de
ensaio, a perturbacdo mecanica é alternada periodicamente no material, o que foi
denominademMONTEIRO (2004) como perturbacdo mecanica senoidal. Na prética,

a tensdo de cisalhamento ou a deformacao é aplicada numa amplitude e frequéncia que
pode ser fixa ou variavel, em que os resultados obtidos sdo analisados em funcéo da
diferenca entre as ondas senoidais do estresse oscilatério e a resposta de deformacéo

do material (Figura 11).
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Sélido elastico: Tensdo e deformagiio em fase
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Liquido: Tensdo e deformacgiio defasados 90°
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Viscoelastico: deformaciio ¢ tensdo defasados <90°

Figura 11. Curvas senoidais de tensao e resposta de deformacao de um sélido

perfeitamente elastico, liquido Newtoniano e um material viscoelastico. Fonte: RAO (2014).

Quando um solido perfeitamente elastico € submetido a um ensaio oscilatério a
curva da magnitude da tenséo aplicada se encontra em fase com a da defparacao,
um liquido Newtoniano a tenséo se encontra defasado 90° da resposta de deformacéo.
No caso de materiais viscoelasticos, a curva de deformagdo ndo acompanha
imediatamente a curva da tensdo, apresentando um rétaraoque0°® < § < 90°
(RAO, 2014) A pequena tensao oscilatoria senoidal ou deformagén,aplicada ao
material varia com o temposegundo a Equacao 16. Na Equacéo 17 é representada a

taxa de deformacag(t), em funcdo do tempo para avaliar 0 componente viscoso.

Y(t) = yosen (wt) (16)
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Y (&) = yocos (wt) (17)

Nas equacdes 1617, y, € a amplitude da deformacéa a frequéncia angular.
O efeito da deformacéo resulta na contribuicdo de duas componentes viscoelasticas do
material: a componente elastica e viscosa, representadas na Figura C2 (vide Anexo C)
pelo mola e o amortecedor respetivamente. Para representar o efeito global da tensao
na regido de viscoelasticidade linear € utilizada a Equacéo 18, em que a tensdo gerada,
gy, € expressa em funcdo do modulo elastico ou de armazenafiiéiRa) e @

modulo viscoso ou de perd@’(; Pa).
oy = G'ypsen (wt) + G'"'yycos (wt) (18)

bY

O moédulo elastico esta relacionado a magnitude da energia armazenada no
material e que é utilizada para sua recuperacao em cada ciclo de deformacdo. Como
toda a energia € armazenada para o caso de um solido perfeitamente elastico, o médulo
de perda € zero, dai a deformacéo ser proporcionalmente constante a tensdo aplicada
O mddulo viscoso esta relacionado a energia dissipada na forma de calor em cada ciclo
de deformacado, em que o material apresenta uma resisténcia viscosa e faz com que a
resposta de deformacéo esteja defasada da tensdo a que foi submetida. J& para 0s
materiais viscoelasticos a deformacéo apresenta um retardo na resposta ha medida em
que a tensao é aplicada. O angulo de desfasamento&edsdq na faixa de 0H° e
varia conforme a intensidade do componente viscoso e elastico (casos ideais em que
6 =90° e § = 0°respetivamente). A Equacdo 19 leva em cénta variacdo da
tensdo resultante e, nas equacdes 20 e 21, sao entdo definidos os Gi6e@Bs
cujas magnitudes relativas permitem uma avaliacdo quantitativa do comportamento

viscoelastico do material.

o(t) = ogsen (wt + &) (19)
G = [;—2] cos o (20)
G' = [%] sen § (21)

Com a medida dos médulos de armazenamento e de perda se determina uma

grandeza denominada de tangente de perdad) (Equacédo 22 O valor detan §
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expressa a relacdo da energia dissipada e armazenada no material em um ciclo de
deformagdo. Se o modulo de perda tiver maior valor do que o mddulo de
armazenamento, o comportamento do material corresponde ao de um fluido viscoso e

no caso contrario o material se comporta mais como um sélido.

4

= — (22)
tané G

Outra expressdao em que se considera a contribuicdo do m@del&’’ é o

modulo complexo (Equacédo 23), que representa a magnitude da resisténcia a

deformacéo vinda tanto da componente viscosa como elastica (RAO, 2014).

1G] = V(6% + (6")? (23)

Informacdes relacionadas ao comportamento reoldgico de materiais alimentares
podem ser obtidas ao submeté-los a ensaios oscilatérios diversos, variando-se o tempo,
atemperatura ou a frequéncia de oscilacdo. Entretanto, inicialmente, é necessario que
o material sofra uma deformacéo devido ao incremento na tensao oscilatéria em um
valor fixo de frequéncia (varredura de tenséo), de forma que se possa estabelecer a
chamada “regido viscoelastica lineado material, intervalo em que as magnitudes dos
maodulos de perda e de armazenamento tendem a apresentar valores constantes. Nesse
intervalo de valores de tensédo, a resposta de deformacédo do material atende somente a
dindmica molecular envolvida na sua constituicdo, ao invés de mudancas sujeitas ao
esforco mecénico externo que é aplicado infinitesimalmente ou muito préximo do
equilibrio. Assimatensédo para a realizacao de outro teste subsequente (tipicamente,
varreduras de frequéncia ou de temperatura) deve ser fixada em um valor contido
dentro da regido viscoelastica linear do material.

* No teste devarredura de frequéncia os modulos;’ e G'' sdo medidos em

funcdo da variacdo da taxa de aplicacao da tenséo ou deformacéo, cuja frequéncia

aumenta em valor fixo de temperatue tensédo restrita a regido de

viscoelasticidade linear. Baseando-se no comportameritbel&’’ ao longo do

intervalo de frequéncia, o material ¢ denominado como “gel verdadeiro” ou “gel

fraco” (RAO, 2014). No primeiro caso, o valde G' € maior do que deG'' e

ordens de magnitude em geral superiores’aginflependente da frequéncia. Isso

se deve ao reduzido rearranjo molecular na rede que forma o gel. Ja no segundo
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caso,G' e G''apresentam valores mais variaveis em funcéo da frequéncia e pouca
diferenca na magnitude d& e G'’, o que sugere um processo de relaxacdo na
estrutura do material. S&' > G, o material viscoelastico tem carater
predominantemente solido e, analogamente, &€,> G’ o0 material €
viscoelastico com carater predominantemente fluido.

* No teste devarredura de temperatura, os médulos;’ e G'' sdo medidos em
funcao de variacbes de temperatura, em um valor fixo de frequéncia de oscilacédo
e tensao restrita a regido de viscoelasticidade linear. Estes ensaios sao uteis para
determinar as condi¢cdes de formacdo de géis durante o resfriamento ou
aguecimento de uma dispersao de biopolimeros (MONTEIRO, 2004; RAO, 2014;
SILVA, 2006).

3.4 Reologia de meios aquosos contendo polissacarideos

Varreduras de frequéncias foram aplicadas por Bl et al. (2017), como parte do
estudo da influéncia da concentragdo da goma de alfatombst(beam gulLBG),
sobre as propriedades reoldgicas de géis acidos de isolado proteico de soja. Foi
verificado na faixa de frequéncia de 6,28 rad/s a 62,8 rad/s o aumento de ambos os
moédulosG’ e G"', equeG’ > G'' tanto para os géis sem adicdo de LBG quanto nos
gue tiveram concentracfes na faixa de 0,01% a 0,04% desse polissacarideo. Mesmo
que os valores d&’ e G'’' tenham aumentado, as diferentes concentracdes de LBG néo
geraram influéncia na dependéncia do modulo viscoso com a frequéncia ao comparar
com o gel contendo s6 o isolado proteico. Somente para a concentracdo de 0,01% de
LBG observousediferenca significativa ao comparar com o controle (sem adicdo de
LBG) para o méduld:’, demostrando assim a dependéncia da contribuicdo elastica
com as variacdes da frequéncia nesses géis.

Em outro estudo (MORENO et al.,, 2016) foram realizadas varreduras de
frequéncia para avaliar o efeito de altas pressdes sobre as propriedades reoldgicas de
géis constituidos pelo polissacarideo glucomamanbém conhecido como “goma
konjac’). Neste, os pesquisadores observaram que em todo o intervalo de frequéncia
estudado (0,01 Hz a 10 Hz) o componente elastico foi maior que o viscoso, devido a
interacOes fisicas entre as moléculas de agua e do polissacarideo que favoreceram a

formacdo de uma rede tridimensional constituindo um gel. O tratamento de alta
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pressdo (600 MPa) foi o que gerou diferenca significativa no maodulo de
armazenamento, ao comparar com o tratamento controle (sem pressdo) e 0s
tratamentos a menores pressdes, em que nao houve diferenca significativa ao longo da
faixa de frequéncia. Estruturalmente ocorreu um rearranjo na matriz do gel, criando-
se extensas e numerosas regides de juncdo que reforcaram as ligacdes na rede do
biopolimero e aumentaram o valor do méd@iioOutro efeito foi verificado para os
mesmos tratamentos no modulo de perda, que foi maior s6 em valores de frequéncia
menores do que 0,16 Hz; isso foi atribuido a uma resisténcia estrutural vindo da
alteracéao fisica, que foi gerada pela presenca de regides altamente empacotadas que
incrementaram a firmeza e o formato quebradico do gel, que foi denominado como
regides cristalinas. A resisténcia viscosa foi cessada até ficar constante, pois a estrutura
foi relaxada quando se incrementou a frequéncia de aplicagcdo da tensdo ou
deformacéo.

FITZPATRICK et al. (2013) fizeram ensaios de varredura de temperatura, como
um dos métodos utilizados para estudar o mecanismo de gelificacdo de sistemas mistos
de goma xantana nativa e deacetilada com glucomanan; foi empregado uma frequéncia
fixa de 1 Hz e os valores d& foram determinados durante resfriamento em um
intervalo de temperatura entre 75 °C e 15 °C. Foi verificado que na temperatura de 64
°C e 59 °C houve um aumento nos valores;tdpara a mistura de goma xantana
nativa com glucomanan e goma xantana deacetilada com glucomanan respetivamente,
correspondendo a temperatura em que inicia a etapa de transicdo conformacional das
moléculas de polissacarideos. Essa etapa se caracteriza em que ao iniciar o processo
de formacdo da estrutura ordenada de goma xantana, as moléculas de glucomanan se
associam fortemente gerando uma estrutura tridimensional de gel a medida que ocorre

o resfriamento.
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4. ESTRUTURA E PROPRIEDADES FISICAS DE DISPERSOES AQUOSAS
DA GOMA XANTANA

A segquir, sdo brevemente descritos estudos em que se investigou o efeito de
tratamentos fisicos, da adicdo de sais ou de outros biopolimeros sobre propriedades

fisicas de solucdes e dispersdes de GX.

4.1 Efeito de tratamentos fisicos

Na Tabela 1, foram compilados alguns estudos versando sobre tratamentos

térmicos, ultrassénicos e mecanicos aplicados a solucdes aquosas de goma xantana.

Para os efeitos dos tratamentos térmicos, os estudos apresentados indicam que a
aplicacdo de temperaturas elevadas, mesmo em curtos intervalos de aplicacéo, tende a
afetar de forma significativa propriedades reolégicas das solu¢des. Todavia, tais
tratamentos térmicos ndo geram diferencas significativas na conformacao das cadeias,
alterando apenas sua flexibilidade e, por conseguinte, seu volume hidrodinamico.
Esses dados concordaram com o proposto por CAPRON et al. (1997), que reportaram
que pequenos incrementos do volume hidrodinamico da GX néo estdo associados a
mudancgas conformacionais significativas, permanecendo ainda com uma estrutura

helicoidal.

Nos estudos em que se tratou de dispersdes de GX com ultrassom, nota-se que a
auséncia ou presenca do grupo piruvato associado as cadeias laterais influencia as
taxas de degradacao do biopolimero (entendendo as taxas de degradagéo como o efeito
dos diferentes tempos de sonicacdo na hsdr@, por conseguinte, na reducdo da
massa molecular e na viscosidade intrinseca em solu¢éo/ disperséo do polissacarideo),
e faz com que a adicdo de sais tenha efeitos menos pronunciados nas propriedades
reologicas. Para uma mesma amostra de GX, todavia, diferencas na taxa de degradacao
devido a aplicacédo de ultrassom séo observadas quando se alteram a concentracdo e o
tipo de sal presente no meio. Enfim, no tocante a tratamentos mecéanicos, os estudos
apontam que ocorrem arranjos estruturais da molécula de GX submetida a pressdes

elevadas, que diminuem as regides disponiveis para as ligacoes.
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Tabela 1. Efeitos de tratamentos fisicos na estrutura e propriedades da goma xantana

Efeito estudado Objetivo Metodologia Resultados Conclusdes Referéncias
Estudo das = Solugdes aquosas: 1 e 6 % (m/m) de C = Taxa de cisalhamento: = Estavel
propriedades = Tratamentos: |Kp significativamente: pseudoplasticidade de T:

Tratamento

Térmico

Tratamento

Térmico

funcionais da gome
xantana dentro de
diferentes
tratamentos

térmicos.

Estudo do efeito dc
aguecimento na
conformacéo
estrutural e
funcionalidade da

goma xantana.

Banho de agua  °C/min:

T1=60/30, T2=80/23, T3=100/18.
T4=121°C/15min

= Analises reoldgicas: em fungdo da tax

Autoclave:

tempo de cisalhamento
= Andlise da capacidade e estabilide

emulsificante.

» Solucdes aquosas: 4 mg*l
= Tratamento T:
Banho termostatico de agua:
85°C/diferentes tempos (1-4h)
» Analises:
GPC-MALLS
Viscosidade intringsa

Microscopia de forga atdmica.

T4.
np estavel de: T1-T4.

= Tempo de cisalhamentc
|Kp rapidamente: 200-
400s
1[GX]: Iny
1% EC e ES de: T1-T4.

» M* (10%) = 21,7/20 min €
25,8/60 min

= |k’: 0,62 — 0,43

= M* (120 min): 2 xM* (20
min)

* M =904Da/nm final do T

T4
= Comportamento
tixotrépico de T1¥4
= T[GX]:
pseudoplasticas

tornam-Se mais

» GX modifica a reologia ds
fase continua da emulséc

» Melhora estabilidade d
emulséo.

= No T, ndo houve perda ¢
cadeia da GX

» O T afeta a flexibilidade.

» Dissociagéo dos agregad
de tM*: |k’

= [M*: efeito proeminente
da do

agregados.

dissociagdo

NAJI et al.,
2012

GULREZ et al.,
2012
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Efeito estudado Objetivo Metodologia Resultados Conclusdes Referéncias
Estudo da * Solugbes aquosas: 0,02 0,1g*dL! =2 min: = [Sal] é pouco significative
influéncia GX/PFX NaCl (0.1M): no rendimento de
especifica do grupc Pre-Mistura NaCl ou N&Q:: 0,1, ni= 8,25/PFX e degradacgédo: PFX
Degradacéo piruvato na 102 e 10*M ni= 8,45 IGX LI & FEKE,
Ultrassonica degradacédo = Tratamentos: 0,5, 2, 10, 30 min « =10 min: =0 grupo piruvato 2015
ultrassénica de sonicacao NaCl (0.1M): influencia as taxas d
goma xantana. = Andlises: ni= 4,87/PFX e degradacdo da mas:
Medidas de viscosidade intrinset ni= 4,03/GX. molecular.
equacgdes de Huggins.
Estudo da » Solugdes aquosas: 0,21 g*dL! GX » 0,5-10 min: = [Sal] influencia a
influéncia do sal ne Pre-mistura NaCl ou Na2S04: 0,1 10% M NaCl: | ni eficiéncia da degradacé
degradacéo 102, 10%e 10°M 102 - 0,1 M NaCl:  da sonicacdo
Degradacgéao ultrassoénica de » Tratamentos: i = A presenca do sal torna i LI & FEKE,
UltrassoOnica goma xantana em Controle » 30 min ou mais: cadeias moleculare 2015

solugbes aquosas.

Sonicacgdo: 2 min, 10 min, 60 min
» Analises:

Medidas de viscosidade intrinseci

Cinética de degradacé

ultrassonica.

| diferenga ni para
solugBes com ou sel

[sal].

dificeis a degradar.
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Efeito estudado Objetivo Metodologia Resultados Conclusdes Referéncias
Estudo das = Solugdes aquosas: 1% (m/m) GX » Semana 0-11.: *P: maior perda da
consequéncias = Tratamentos: 1P: Kp: 3-0,03 propriedades reoldgicas
reologicas de gom: Controle IP:Kp: 9-0,02 ®» Perda da estrutura: | zonas EREN et al.,
xantana modificad P=69MPa Controle: 100- 0,05 de juncao 2015

Tratamentos fisicamente. P=276MPa "G’<G””>: 1P (toda a =Auséncia de rearran;
Mecéanicos = Andlises frequéncia) molecular ao longo dt
Medidas de viscosidade "G’ >G: P (maior armazenamento.
viscoelasticidade frequéncia).
SEC MALS
Dicroismo circular CD.
Estudo do efeito de = Solugdes aquosas: 1% (m/m) GX = 11 passe: * Diminui¢do na mex €
microfluidizagao, Forca iénica: 10M e 0,1 M NaCl IM* nao devido a alteracdo d
um tratamento de = Tratamento de microfluidiza¢éo: significativa/ n massa molecular
Tratamentos alta pressao Numero de passes: 1, 4, 12 em notavel » Fraco efeito da degradagc:i

Mecéanicos din&mica, em Mpa. * 14 passe: = Alta forga idnica induz LANEUVILL E
solucdes de goma = Analises: M* ~17 * 10 estabilidade ne etal, 2013
xantana. Medidas da massa molecular Da/|n = 1230. conformagéo ordenada.

viscosidade intrinseca.

M*>10°%em todas as

amostras.

n (dI*gY): Viscosidade intrinsec&p (Pa*s"): indice de consisténciae (adimensional):indice de comportamento ao escoameR® e ES:Capacidade e estabilidade de emulsificaGiRC-

MALLS: Cromatografia de exclusao molecular acoplada com multi-Angud@splersédo de luz lasévl* (Da): Massa moleculai’: PolidispersidadeM: Massa molecular por unidade de

comprimento do contorno da forma do biopolim&BC MALS: Cromatografia de excluséo de tamanho acoplada com disperséo multidedulataserG’/G’’: modulo de armazenamento

e de perdaPFX: goma xantana livre de piruvato.
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4.2 Efeito da adicdo de sais

Na Tabela 2 sdo apresentados diversos estudos versando sobre modificacdes de

propriedades de solucdes aquosas de GX devido a adicao de diferentes sais.

Os grupos carboxilicos ionizaveis presentes nos residuos de acido glucurénico nas
cadeias laterais da GX tem grande impacto sobre as interagbes macromolécula-ions.
Quando sais sdo adicionados em solucdes de GX, tende a ocorrer a diminuicdo na
viscosidade, o que é consistente com os resultados dos estudos apresentados na Tabelz
2. O balango de interagfes eletrostaticas entre os grupos carboxilicos com os cations
provenientes dos sais favorece a compactacdo da molécula de GX, levando a
diminuicdo do seu volume hidrodinamico e, consequentemente, da viscosidade da
solucéo. Segundo a aplicacdo que se pretende, o interesse em testar o efeito da adi¢ao
de sais a solucdo pode ser conveniente ou ndao. Para bombeamento de petréleo em
tubulacdes, a adicdo de sais associados a GX faz com que a reducdo adicional da
viscosidade seja pouco significativa com relacdo a adicdo da GX sem sais. Dessa
forma, o interesse do uso associado de sais a GX é menos significativo para a inddstria

petroquimica.

Ao contrario, em aplicacbes na industria de alimentos, em que diversos
tratamentos térmicos sao aplicados aos sistemas alimentares, a adicdo de sais permite
conservar as carateristicas reoldgicas em solucdes/dispersdes de GX, melhorando sua
estabilidade aos efeitos desses tratamentos. Isso € devido ao aumento da temperatura
de transi¢do conformacional da macromolécula, provocado pelos ions dos sais, devido
a blindagem eletrostatica dos grupamentos eletricamente carregados das cadeias
poliméricas. Tal fato retarda a desordenacdo dessas cadeias e, consequentemente,

restringe a diminui¢cdo na viscosidade do meio.
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Tabela 2. Estudos do efeito da adicdo sal na estrutura e propriedades da goma xantana

Sal Objetivo Metodologia Resultados Conclusdes Referéncias
Estudo do efeito de diferente = Solucbes aquosas de G =Sem sal: = Comportamento
cations nas propriedades 750- 1750 mg_* In: 1 taxa de pseudoplastico par
reolégicas de solucbes 50mM de todos os sais deformacéo todas [GX]
NaCl, KClI, aquosas de goma xantana. = Analises: nt: 1 [GX] = Conformacdo ordenad XU etal., 2015
CaCh, e Medidas reolégicas: = Com sal: da GX: Nd, K*, Ca*
AICl 3 Viscosidade intrinsece n: Als™> sem sal > =Als: conduz a ume
modelo de Huggins. Na™> K*> Ca". conformag&o mais dens
Estudo da influéncia do sal = Solu¢gbes aquosas ¢ =Fungdo dotempo: | =Sal induz transicdo d
na reducao do arrastre GX:10, 50, 100, 200 ppr  significativa %DR;: estrutura; desordenad
turbulento de solugdes [KCI]: controle, 0,01 e 1[sal] ordenada
aguosas de goma xantana. 0,1M Controle, 0,01 € =Sal fortalece as
= Andlises 0,AM: 32%, 26%, interagbes moleculare HONG et al., 2015
KCI Medidas reolégicas 13% respetivamente  da GX
viscosidade = Funcéo do =] mn: Sal diminui o

Medidas do % reduca
de arrastre (%DR).

cisalhamento:
$m: 1 [sal]
Tn: 1[GX]

volume hidrodinamico.
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Sal Objetivo Metodologia Resultados Conclusdes Referéncias
Estudo da influéncia da » Solugdes aquosas GJ =SAOS » SAOS: [Sal] nao
concentracao de NaCl nas 0,4 % m/m [sall: G e G’ influenciou na RVL
propriedades reoldgicas de NaCl: 0-0.5% m/m constantes » GX/sem [sal]: sofreL
solucdes aquosas de goma = Andlises: Sem sal: |G’’/tensdo mudancas micrc CARMONA et al.,
NaCl xantana. SAOS: faixa de tensac e desvio  estruturais 2014
1-1000% G’’/frequéncia » LAOS: [sal] estrutura
LAOS: faixa de tensda =LAOS mais  compacta: 1
10, 30, 100, 300 « G’ [sal] > G’ [sem resisténcia a tensao.
1000%. sal].
Estudo do comportamento " Solugdes aquosas G’ - [Sal]> 10*10°mol*L* =Sal causa blindager
viscométrico de solucdes 0,01-0,04 g*dt In: L[GX] eletrostatica das carg:
aguosas na presenca/ausén NaCl (mol*L%): 1*10°5, n [KCI] <n [NaCl] dos grupos ionizaveis
de sais monovalentes. 1*10%, 1*10%, 1*102, [n]oo= 13,96 dL/g. » Os jons de K> afinidade CAPRON et al.,
NaCl e KCI 1*10? as molécula de GX di 2014

KCl (mol*L1): 1*10°5,
1*103, 1*10?2

= Medidas de viscosidads
Modelo de Wolf.

que N4
» GX

estruturas helicoidais.

adota diferente!
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Sal Objetivo Metodologia Resultados

Conclusodes

Referéncias

Estudo do efeito da forga » Solugdes aquosas de G =[Sal]: Sem/10mM: G’ e

ibnica na reologia de 10g*L* G’’: iguais
solucdes renaturadas de go! NaCl: 0-100Mm =G’ e G’:1T/|T: ndo
NaCl xantana. T:5-90°C dependem da [sal].
=T>90°C Etapa de
= Andlises reolégicas transi¢do: | G’
cisalhamento oscilatoris Nédo foi visivel:
e continuo. [sal]=100 mM.

» O efeito da [sal] ndo é ta
proeminente comc
mudancas na [GX]

»Efeito da [sal] foi
notavel: 1T

* A sal aumenta o temp

de relaxacdo: em toda 1

CHOPPE et al.,
2010

SAOS: Pequena amplitude oscilatéria de cisalhame@itce G’ (Pa): Modulo de armazenamento e de peRbL: Regido viscoelastica linedrAOS: Maior amplitude oscilatéria de cisalhamento.

[nleo(dl*g?): Viscosidade intrinseca determinada para solucédo de xantanarmzogrande quantidade de sal.
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4.3 Efeito da adicdo de outros biopolimeros

Os estudos apresentados na Tabela 3 tratam dos diversos mecanismos por meio

dos quais a GX interage com outros biopolimeros em meios aquosos.

Esse topico tem gerado grande interesse nos pesquisadores, pois as interacdes
entre os biopolimeros permite explorar diferentes propriedades funcionais devido a
criacdo de um efeito sinergistico entre eles quando presentes em formulacdes reais.
Para o conhecimento do denominado efeito sinergistico entre biopolimeros, fatores
extrinsecos e intrinsecos sdo avaliados em diversas pesquisas: 0s primeiros se referem
a modificagbes nas condicdes do meio onde vao ser misturados e analisados 0s
biopolimeros; os ultimos dizem respeito as carateristicas da estrutura da prépria
molécula de GX. Segundo GRISEL et al. (2015), para o melhor entendimento da
origem desses efeitos sinergisticos deve-se considerar a estrutura tridimensional de
polissacarideos, o que s6é poucos autores tém considerado nos estudos encontrados.
Em alguns estudos na Tabela 3, modelos de interacdo foram propostos. Um desses
modelos considera a associacao das cadeias, por exemplo as de GG sao altamente
substituidas, ou seja que tem elevada relacdo manose-galactose M/G na cadeia (valor
aproximado de 1,3); o contrario ocorre para LBG cuja relacdo manose-galactose na
cadeia tem um valor aproximado a 3. Devido ao menor grau de substituicdo de LBG,
este apresenta maior efeito cooperativo nas zonas de juncdo. Entdo a possibilidade de
interacdo forte das galactomananas com a GX vai depender da relagdo manose-
galactose na cadeia, e assim o0s parametros reoldgicos da mistura de estes
polissacarideos vao ser mais significativos para 0os que apresentam um menor grau de

substituicao.

RENOU et al. (2013) e ABBASZADEG & FOSTER (2012) estudaram a
interacdo de GX contendo diferentes proporcdes de grupo piruvato (ligado a manose
terminal) e acetila (ligado ao &cido glucurdnico) e observaram que maiores propor¢des
de piruvato desestabilizam a estrutura helicoidal da goma xantana pelo incremento da
repulséo interna entre as cadeias laterais carregadas. Isso tende a favorecer a interagao
com outros biopolimeros. Em analises reoldgicas desses sistemas, incremento do
modulo elastico (G’) reflete o impacto dessas caracteristicas estruturais na obtengado

de géis com carater elastico mais pronunciado.

DESPLANQUES et al. (2014) em seu estudo da interagdo das gomas xantana e

acacia, mostraram que se melhora a estabilidade da conformacéo helicoidal da GX a
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altas temperaturas pela adicdo de uma quantidade acima da concentracéo critica de GA
(20 g/L). O efeito da “blindagem eletrostatica”, pela transferéncia dos contra ions da

GA para a GX, foi apontado pelos autores como causa da estrutura desta Ultima ter
permanecido mais ordenada. Esses complexos estaveis formados pelos biopolimeros
sdo de grande relevancia em aplicacbes na indastria alimenticia, em que o
melhoramento da estabilidade cinética dos sistemas complexos coloidais é
tecnologicamente desejavel. Outro exemplo disto, onde a presengca da GX
desempenhou um papel importante para tal fim foi o estudo de Liu et al. (2012) em
gue caseinato de sodio adsorveu-se mais favoravelmente em interfaces 6leo-agua
quando foi misturado previamente com a GX, cuja natureza anidnica inibiu a

agregacao e precipitacado das proteinas em solucao.
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Tabela 3. Estudos comparativos e de interagcdo da goma xantana com outros biopolimeros

Biopolimeros Objetivo Metodologia Resultados Conclusbes Referéncias
Estudo do papel da » Solugbes aquosas: = BG1:3,0/LBG2: 2, =GX/LBG: Forte
estrutura das [Mistural: *GG1:15/GG2: 1,3 contragcdo do volumi
Goma de galactomananas na 60%GX/40%GG ou 40% =GX/LBG: 1T/ k>4 hidrodinamico.
alfarroba (LBG) interagdo molecular cor LBG (LBG1) /k’>5,5 (LBG2) » GX/GG ndo GRISEL et al.,
goma xantana em » Analises *GX/GG: M/ k = 1,3 interagem 2015
Goma guar (GG)  solucdes aquosas. Método UVRP-HPLC (GG1 e GG2). significativamente
Parametros reoldgico: Baixa tendéncia ¢

Equacéo de Huggins. associatividade.




Biopolimeros Objetivo Metodologia Resultados Conclusdes Referéncias
Estudo da estabilidade = Solu¢cBes aquosas: = T=20°C: * Ndo interacdo: GX
térmica e conformagéo 5gL*GX: controle G e G’ /GX =G e domina as
helicoidal de moléculas 5gLt GX: 10gL?!, 20gL G’ /GX-GA propriedades
de goma xantana na 150 gLtde GA = T=75°C > T reolégicas

presenca de goma
Goma acéacia (GA) acécia.

= Tratamentos:
T=20°C e 75°C

» Analises reoldgica:

dindmicas:

Varredura de frequéncit

G eG”.

G’ e G” /GX | em fator

de 7 e 2.5 respetivamen
* G’ = G /5gLt GX- 50

gL*GA/ 75°C e 20°C.

*» T>Tny, € depois T<f: DESPLANQUES

perda de etal., 2014
viscoelasticidade.
Nao ha re-naturacao ¢
conformacéo GX

" 1[GA]

desnaturagéo da GXr

impede a

aguecimento
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Biopolimeros

Objetivo

Metodologia Resultados

Conclusodes

Referéncias

Goma welana
(GW)

Estudo das propriedade
reolégicas de solugbes
aquosas de welana
comparada com as da

goma xantana.

* Influéncia da [GX/GW]:
[GX]1750mgi: M<=0,029 e
[GW]1750mgi: N-=0,058

» Solugdes aquosas de ca
goma:
[GX/GW] mg:: 800, 1000,

1250, 1500 e 1750 *Em funcéo da
= Tratamentos temperatura:

Faixa T: 20- 84°C Em 75°C: @ GW = 72% ¢

[Sal] mgh: 3908, 6664 € @ GX=50%

9374 = Em funcéo da salinidade
= Analises reoldgicas: [Sallo.37g1: nex=0,11

Viscosidade aparente. New=0,16.

« GW
viscoelasticidade.

tem maior e

= A agregacéo molecule
de GX € mais sensive
a mudancgas ni
temperatura

» Boa resisténcia a sal ¢
GX e GW.

XU et al., 2013
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Biopolimeros

Objetivo

Metodologia

Resultados

Conclusodes Referéncias

Goma de
alfarroba (LBG)

Estudo das propriedade
reolégicas da mistura d
goma xantana e goma
de alfarroba (LBG).

» SolugBes aquosas:
[GX/LBG]:10 gL?,
Xex=0,5

= Tratamentos:

Faixa de T: 5-70°C

= Andlises:

Varredura de frequéncit
G eG”

Ressonancia  magnétic
nuclear: H-NMR.

= Influénciada T:
T<30°C:
G’exBe=3'G’ex
T=50°C: | G’ e G”’

*» Influéncia do
acetila e piruvato:
AG’ |: DSa31
AG’ 1: 1/DSpy 1.

grupc

» Formacédo de gel fort
em IT. Maior
densidade de ligacoe

GX/LBG
1T GX/LBG n3o RENOU etal.,
exibiram sinergismo 2013

=1 piruvato, reduz a
estabilidade da hélic
de GX

1t segmentos ndo
subsituidos, 1

interagdo com LBG.
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Biopolimeros

Objetivo

Metodologia

Resultados

Conclusodes

Referéncias
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Biopolimeros

Objetivo

Metodologia

Resultados

Conclusodes

Referéncias

Caseinato de sdédio
(CN)

Estudo do
comportamento de fase
(6leo/agua) de caseinat
de sbédio (CN) em
mistura com goma

xantana (GX).

» Solugdes aquosas/interfa
Oleo-agua:
[CN]=1wt%/[GX]=0,375wW
t%
pH 2-7

= Andlises:

Medidas do potencial ¢

* CN/GX: (= -35 a -25mV

/ pH: 7-4

*Kex> Kenex (1,922 >

1,686) / pH =7

= Kqit = 0,034 (CN) < ki =

0,069 (CN/GX) / pH=5.

» | agregacdo de CN no
seu Pl pela adicdo @
GX.

GX
acelerou a difuséo d

» Adicao de

CN na interface

LIU et al., 2012

Medidas reoldgicas: » Forte interagdo do
modelo Ostwald biopolimeros ne
Dinamica superficial. interface.
Estudo termodinédmico » Solugdes aquosas: 0-¢ =Mudanca do estdgio d =A interacdo Q/GX
da complexacéo entre propor¢cdo de massa mol interagéo: depende do tamanho
goma xantana e GX/Q Q/GX80: 1,5: 1,75 estrutura
quitosana. Lc: GX15 >GX80 Q/GX15:1,0: 1,2 = Polication Q atue
Quitosana-Q = Analise do ITC. = K*: Q/GX15 > Q/GX80. como agente MAURSTAD et

condensante da GX

» Formacéo de
complexos com ¢
maior longitude de

cadeia de GX e Q.

al., 2012
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- (Pas): viscosidade aparente em cisalhamento ‘infinito’. @: taxa de retencéo de viscosidadgPa*s): indice de consisténcikuifr: taxa de difusdas’ e G’: modulo de armazenamento e de perda.
Tm: temperatura conformacionat: sinal de semelhancBl ponto isoelétricoX: proporgdo em pes®Sac® grau de substituigdo do grupo acetila (cubpSpy: grau de substituicdo do grupo piruvato
(inverso).n (dL*g™): viscosidade intrinsec&’: parametro de Huggin&lV-RP-HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia, em fase reversa, com @etext DSC: calorimetria de varrimento

diferencial AS/LP/HP: % padr&o de acetila / % baixo de piruvato/ % alto de pirulE. calorimetria de titulagéo isotérmidac: longitude da cadei&* (M -3): constante de equilibrio de ligago.
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CAPITULO 3

Estudo Experimental



Assessing rheological and molecular effects of different food-grade salts on

aqueous dispersions of xanthan gum

ABSTRACT

In the present study, aqueous dispersions of xanthan gum (0.2% w /v) added with salts
(NaCl, KCI, MgCl; and C&l») at ionic strength of 50 mM and 100 mM. The dispersions
were evaluated in terms of the xanthan gum (XG) structure, such as measuring the
polydispersity index (PDI) and ( -potential, as well it the rheological parameters of the
flow behavior and viscoelasticity. Dispersions with divalent salts (Mg@t CaCl)

showed less negatiwelues of (-potential (~ -30 mV) and favored the increase of the
polydispersity for the higher and lower size distribution of particles respectively.
Dispersions with cations of atomic radii higlf’ and C&") presented a diminution in
apparent viscosity at ionic strength of 50 mM and 100 mM respectively. The
characteristic viscoelastic behavior, was of an elastic solid. It is remarkable for the
dispersions containing the sadtithe ionic strength of 100 mM and under the effect of

the frequency greater than 1 Hz. These structural and rheological changes evaluated,
depended not only the increase at the ionic strength, but also on the greater or lesser

charge and size of the cations.

KEYWORDS

Xanthan gum; lonic strength; Zeta potential; Polydispersity; Rheology.
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ABBREVIATIONS AND SYMBOLS

Eo

Er

[T

<

<. ml 8

Elastic coefficient

First constant of Mark-Houwink-Sakurada relationship (dimensionless)
Elastic exponential coefficient

Viscous coefficient

Viscous exponential coefficient

Average diameter of particle (nm)

Coefficient of mass diffusivity (fs?)

Dynamic light scattering

Storage modulus (Pa)

Loss modulus (Pa)

Normalized temporal intensity correlation functions
Consistency index (Pas")

Boltzmann constant (1.3806488:102% n? kg -s2-K 1)
Second constant of Mark-Houwirekurada relationship (mL-g™)
Mean absolute percentage error

Viscometric molar mass (kDa)

Flow behavior index (dimensionless)

Refraction index (dimensionless)

Viscosity (Pa-s)

Polydispersity index

Coefficient of determination

Temperature (K)

Speed of droplets (m-s™)

Constant that depends on the number of coherence areas in DLS analysis
Decay rate in DLS analysis{s

Permittivity of free space @GN-m?)?)

Dieletric constant of the medium (dimensionless)
Zeta potential (V)

Detector position of DLS system (193

DLS system wavelength (632.8 nm)

lonic strength (mM)

Electrophoretic mobility (rh(V-s)™?)

Shear stress (Pa)

Frequency (Hz)

Electric field(V-m™)

Shear rate (3
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n Huggins intrinsic viscosity (mL-g?)

[7]+
[n]«  Kraemer intrinsic viscosity (mL-g™?)

] Average intrinsic viscosity (mL-g™)

1. INTRODUCTION

Xanthan gum (XG; biochemically named B-(1—4)-D-mannopyranosyl-(4,6-O-
pyruvyl)-B-(1—2)-D-glucuronicacide-(1—3)-D-mannopyranosy{6-O-acetyl)-3-O-
B-(1—4)-D-glucopyranosyl) is a heteropolysaccharide of microbial origin,
synthesized on the surface of cell walls of the phytopathogenic bacterium
Xanthomonas campestrii.is a polyanionic biopolymer with high molecular mass
(~10°-10" Da). It’s chemical structure consists of a cellulose-like linear backli@re [
1—4)-D-glucose], linked at C-80 a trisaccharide side chaitg every two glucose
residue. The substituent chain is composed of O-acetate on the inner mannose residue,
glucuronic acid and pyruvate on the terminal mannose residue (Gulrez et al., 2012)
As side chains constitute about 60 % of the XG molecule, the unique physicochemical
properties of this biopolymer are attributed to them (Damodaram and Parkin, 2017).
Such properties include high solubility in aqueous media and high thickener capacity
even at concentrations as low~851% (Habibi and Khosravi-Darani, 2017). XG was
firstly discovered in 1950, and its industrial-scale production was started about 10
years later (Hublik, 2012). Currently, XG is included in the list of permitted thickeners
and gelling agents in food, coded as INS 415 (Smith and Hong-Shum, 2011).
Nowadays, it is one of the most effective thickener agent used worldwide in either
cosmetics, pharmaceutical or food fields (Funami, 2017; Palaniraj and Jayaraman,
2011).

It has been reported that XG molecules have an ordered native structural
conformation in which rigid helical-shaped chains predominate, due to associative
intramolecular interactions of the side chains around the main chain. Conformational
transitions of XG molecules can be generated by modifying different physical factors
(e.g. temperature, pressure, pH, ionic strength), or by complexation with other
biopolymers. In such cases, disordered and renatured conformational models for this
biopolymer in aqueous media have been proposed (Gulrez et al., 2012). A proper

understanding of the influence of physical factors on molecular properties of XG
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(electrical charge, size, shape etc.) and, consequently, on rheological parameters of
agueous systems containing it has attracted much attention (Habibi and Khosravi-
Darani, 2017). This is because such knowledge aids to rationally propose effective
applications for this hydrocolloid in more complex systems, as is the case of many

food formulations.

Decrease in apparent viscosity has been reported in aqueous systems of XG, under
the effect of increasing temperature. Such behavior has been related to conformational
changes in the structure, from an ordered (rigid helix) to a disordered (random coil)
state. This is derived simultaneously from the dissociation of the high molecular mass
aggregates and diminution of chains stiffness (Garcia-Ochoa et al., 2000; Gulrez et al.,
2012; Naji, Razavi and Karazhiyan, 2QFaillips and Williams, 2009). About to the
pH variations effect, the apparent viscosity of aqueous media of the XG is widely
stable. (Sworn, 2009; Urlacher & Noble, 1997). Only slight changes on the viscosity
have been reported in the literature, when the pH is above 9 or below 3, because the
side chains undergoes deacetylation or depyruvylation respectively (Garcia-Ochoa et
al., 2000). Also, the slight viscosity reduction has been associated with changes to the
charge density and the compactation of Xi&e molecules, that was reported by Liu
et al. (2012) and Phillips and Williams (2009) in extreme pH conditions.

Concerning specifically the effects of electrolyteg(organic or inorganic salts),
contradictory results have been reported in literature. For instance, the apparent
viscosity of xanthan gum dispersions added of inorganic salts is decreased, as reported
by Xu et al. (2013), who attributed this finding to a strong hydration of the inorganic
ions, which generate the compaction of the hydration layer around the polysaccharide
chains, hence favoring their low flow resistence. Xu et al. (2015) had observed similar
results and attributed them to transitions of XG molecules to a more compact
conformation likely due to a screening effect of ionic strength50 mM). Also, the
effect of the Af* cation was investigated by Xu et al., (2015), and results were
differentiated from the effects of other cations previously studied: in this case, gel-like
systems were formed, becausé*Abns favored the crosslinking of the xanthan gum
chains. Unlike to what has been described so far, the salts favor the thermal stability
of aqueous media of XG because they promote the maintenance of the biopolymer
ordered structure (Sworn, 2009; Urlacher & Noble, 1997). Which in turn has resulted
in retaining the apparent viscosity in a close value of 90%, in relation to the aqueous

media of XG unsalted and treated thermally (Glicksman, 1982; Naji, Razavi and
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Karazhiyan, 201 In addition, the influence of other physical treatments (e.g. high
pressure, ultrasonic degradation) in the presence of salts favors the structural stability
(Laneuville, Turgeon and Paquin, 2018and Feke, 2015).

These examples, which are not exhaustive, indicate that the effects of adding salts
to aqueous systems containing XG is the result of specific interactions and is not trivial
to generalize. Both the type of cations and their concentrations (thug, dhéhe
medium) must be considered when designing formulations in which a given techno-
functionality is desired for XG (weak thickener, strong thickener, or even pro-gelling
agent). Therefore, in the present study we intended to assess systematically some
physicochemical and rheological effects of chloride salts relevant in food technology
in aqueous dispersions of XG. Sodium and potassium chlorides were taken as model
salts for studying the effects of monovalent cations with diffenaghit. Analogously,
calcium and magnesium chlorides were taken as models for divalent cations with
differentradii. The salt concentrations in the systems were set se=tf® mM or
u=100 mM. Correlation between molecular features of X@dtential and average
particle size) were correlated to rheological properties of the corresponding dispersions
thereof, aiming at contributing to shed a light on how these different cations are

decisive for generating changes in the afore mentioned aspects.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1.Chemicals

Sodium chloride (Isofar, Brasil; purity > 99%), potassium chloride (Sigma-
Aldrich, Brazil; purity > 99%), magnesium chloride (Sigma-Aldrich, Brazil; purity >
98%), calcium chloride (Sigma-Aldrich, Brazil; purity > 97%) and deionized water
(QUV3, Millipore, ltaly; electrical resistivityr 18.2 MQ-cm at 25°C) were used to
prepare the dispersions. All these chemicals are of analytical grade and were used as
bought, without further purification. Xanthan gum (XG) was a kind gift from
Gemacom Tech Industry and Commerce (Brazil). Before usage, XG was dialyzed for
removing residual solutes (e.g. salt ions) of low molecular mass. The dialysis
procedure was done in a semi-permeable membrane (Sigma-Aldrich, Brazil;
molecular mass cut-off = 14.000 Da) against deionized water (QUV3, Millipore, Italy;
electrical resistivityr 18.2 MQ-cm at 25°C), during 24 h at 25 °C, changing water

four times, until the electrical conductivity (Conductivity meter, Thermo, Orion 145
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A+, USA) of the external water tended to a minimal plateau approaching zero. After
that, the dialyzed XG was lyophilized (LS 3000, Terroni, Brazil) and packed under
vacuum at -18 °C (Freezer vertical, GE, FZGE320, Brazil) until usage in all subsequent

experiments and assays.

2.2.Determination of the viscometric molar mabt)

Xanthan gum (XG) used in the present study was characterized in terms of its
viscometric molar mass (Mv). Briefly, flow time of diluted XG dispersions [0.01,
0.025, 0.05, 0.075 and 0.1 g.(100 mL)-1] in 0.01 M of sodium chloride buffer was
measured using a Cannon-Fenske capillary viscometer (Schott, 513 10, Germany),
sunk within a thermostatic bath (Schott, CT52, USA) at 25 + 0.1 °C. The specific
viscosity (1sp; dimensionless) for each dispersion was calculated by equation 1:

t —t, 1)
to
Wheret (s) is the flow time of the XG dispersions atyds) is the flow time of

Nsp =

sodium chloride buffer. The relative viscosity.(dimensionless) was obtained from

the specific viscosity by equation 2 (Massuelli, 2014):

Ny =MNsp + 1 2
Following the methodology applied by Amorim et al. (2016) and Soares et al.

(2017), adapted from Kasaai (2007), the intrinsic viscoq;it&rg—L) (Huggins intrinsic
viscosity or Kraemer intrinsic viscosity) was determined as the intercept of the straight

line of the Huggins or Kraemer expressions, equations 3 and 4 respectively; which

were extrapoled to infinite dilution (c =0).

B2~ ) + ke P ®)

(4)

Inn,

=l - kilnl*c

Wherek, andk; are the Huggins and Kraemer constdutignensionless) and

c (%) is the concentration of XG in the diluted dispersions. The quar&iﬁeand

l"% in these equations are the result of mean value of three repetitions (Jamieson and

Simha, 2010).
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The viscometric molar mas@v; Da) of XG was determined by using the
relation of Mark— Houwink — Sakurada (MHS) equation, following the iterative

method proposed by Masuelli (2014).
n = kM,™ )

In Equation 5,k (m?L) anda,, (dimensionless) are M-H-S constants and these

constants depend on the type of biopolymer, solvent, and temperature of the

viscometric measurements.

The iterative method consisted of fixing a molar mass vall)e The molecular
masg(M) values used in this work was 1675 kDa as suggested by Tinland and Rinaudo
(1989) and was used the intrinsic viscosity\alue determined by viscosimetry. The
values ofk, a,; and M, were calculated iteratively. The iteration procedure was
repeated until theM,, value was approximated by, with an error less than 5%

(iteration was performed with the Solver program, in Excel).

2.3.Experimental design

The experimental design used was a factoriat: Zour salts (NaCl, KCI, MgGl
and CaCJ) were used and their concentration was set to regaetb0 mM andu =100
mM. An additional control treatment (unsalted xanthan gum dispersion) was also
studied, totaling nine treatments. In all experiments, each treatment was repeated three

times, thus totaling 27 experimental units.

2.4.Preparation of xanthan gum dispersions

Unsalted XG dispersion was prepared by adding a sufficient amount of xanthan
gum to a concentration of 0.2 g-(100 mL). The other dispersions were prepared by
adding this same amount of xanthan gum and sufficient amounts of the food-grade salt
to reach theg=50 mM ancu=100 mM (Table 1). The volume was filled with deionized
water, and the resulting systems were kept under stirring at 25.0°&,@arring 24
hours. After this, pH (H2221, Hanna, USA), refractive index (Kiltler, 972A, Brazil)
and density (Schmidt Haensch, EDM 4000+, Germany) of the xanthan gum
dispersions were measured at 25.0 +°G.And were done three repetitions for each

analysis.
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Table 1. Concentration of salts to reagh:50 mM andpu=100 mM

pw/ mm Salts [Salt] /mM [Salt] / gL
Control - 0 0
NacCl 50 2.92
KCI 50 3.73
50
MgCl, 16.7 1.59
CaCk 16.7 1.85
NacCl 100 5.84
KCI 100 7.45
100
MgCl, 33.3 3.17
CaCk 33.3 3.70

2.5.Physicochemical characterization of XG dispersions

2.5.1¢-potential measurements

(-potential of XG particles was evaluated using a Zetasizer Nano-ZS, (Malvern

Instruments, United Kingdom) apparatus. Briefly, samples whithout dilution of 1 mL

of the prepared dispersions were transferred into the measuring capillary cell and

analyzed at 25.0 £ 0°C. Then, this cell was placed within the appropriated place in

the equipment and exposed to a controlled electric field. The analyzes were done in

three repetitions. The speed and the direction of the particle movement due to this

electric field allowed calculating the electrophoretic mobility (Equation 6). Then, the

{ potential was calculated by assuming the Smoluchowski model for the double
electrical layer (Wall, 2010) (Equation)(7

_ €r&o¢

n

(6)

(7)

In Equation (6)ue (m? - s~1 - V1) is the electrophoretic mobility, (m - s~1) is

the speed of particles, aidmV - m™1) is the electric field. In Equation (%), (C? -
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kg=!-m™3-s?) is the dieletric constant of the medium(C? - kg™ -m=3-s?) is
the permittivity of free spacé(mV) is the zeta potential, andPa - s) is the viscosity

of the dispersion.

2.5.2 Polydispersity index measurements

Poliydispersity index of the dispersed XG particles was evaluated by dynamic
light scattering (DLS), using the same Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments,
United Kingdom) apparatus. Briefly, samples whithout dilution omll of the
prepared dispersions were transferred into the measuring capillary cell and analyzed
at 25.0 £ 0.2C. The analyzes were done in three repetitions. Size distributions analysis
were obtained by means of the amplitude of the decay(Bjewhich is obtained by
fitting the normalized temporal volume correlation functigfi(t), by Non-Negative
Least Square algorithm (NNLS algorithm) according to Equation 8 (Brown, 1993).
Thus,T distribution is turned to size by Equations (9) and (10).

oo 2 8
g =1+p U A(F)e‘”dF] ®)
0

4mn;  O\? 9)
F—( 7 smi) D

_ _keT (10)

_31'[77dp

In Equations (8)-(10), A anfl (dimensionless) are constants that depends on the
number of coherence areas in the detectol'aadhe decay ratm; (dimensionless)
stands the index of refraction of the dispersiois,the wavelength of the laser (632.8
nm), 6 is the angle of detection (1731, (nm? - s~ 1) is the constant diffusivity
kg (1.3806 x 10723m?-kg-s~%-K~1) is the Boltzmann constant, (K) is the
temperaturey (Pa - s) is the viscosity of the dispersions, afid(nm) is the average
diameter of particle. The viscosity (Discovery Hybrid Rheometer, TA Instruments,
USA) and the refractive index (Kiltler, 972A, Brazil) of the dispersions were measured
(Brown, 1993).

As verifiedby the application of the DLS technique, the outcome for a multimodal
dispersion consists in a distribution of different contributions from particle size. For
this reason, was necessary to determine a polydispersity ihDé) (sing the average

diameter of particled,,) of each peak size. This index (Equation 11) is calculated as
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the square of the standard deviation ratio (or peak widthjnm) and the mean

diameterd,, (nm) of each distribution peak (Nobbmann, 2014).

% (1)
- (2

2.6.Rheological characterization of XG dispersions

Rheological analyses of dispersions were performed in rotational rheometer
(Discovery Hybrid Rheometer 1, TA Instruments, The United States of America),
equipped with a stainless steel parallel plate geometry (diameter = 25 mm; gap = 1
mm), maintained at 25.0 = °C. These analyses were carried out soon after preparing

the dispersions and were done in three repetitions.

2.6.1 Flow behavior evaluation

Flow curves were determined by continuously varying the shear(yate 1)
from 0.1 to 200 $in three cycles of 180 s each'(Up cycle, down cycle and'@up
cycle), and measuring the corresponding shear streBa) values. After analyzing
the rheograms, the Power Law (OstwdkWaele) model (Equation )4Steffe,
1996) was adjusted to experimental data sf f (y), corresponding to the third stress

ramp (up cycle).
T=K@{)" (12)

The adjustable parameters of Equation (12Kafeonsistency index; Psl) and

n (flow behavior index; dimensionless).

2.6.2 Viscoelastic properties evaluation

For dynamic oscillatory assays, the linear viscoelastic range of the dispersions was
determined by initially performing a strain sweep (0.01 to 40 %) at a constant
frequency(w) of 1 Hz. After that, the frequency sweep was carried out, from 0.01 to
2.51Hz, because in values greater than 2.51 the material became unsustainable. The
constant strain amplitude was controlled in 5.0 %, according to the determined linear
viscoelastic range. The values of storage moduBisHa), loss modulus@"”; Pa),
and tan (8; dimensionless) as function of frequenay; (Hz) were continuously

recorded during the test. Empirical exponential functions (Cox-Merz rule) Equations
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(13) and (14 (Steffe, 1996) were tested to mathematically represent experimental data
for ¢' = f(w) andG" = f(w).

G' = a(w)? (13)
G" = c(w)? (14)

In Equations (13) and (J4 andc (dimensionless) are the elastic and viscous
coefficients, respectively, whereap andd (dimensionless) are the elastic and

viscous exponential coefficients, respectively.

2.7 Data analyses

All results (pH, density, refractive index, { Potential, mean diameter, consistency
index, flow behavior index, viscosity apparent, storage modulus, loss modulus and tan
0) were reported as mean + standard deviation. All statistical analyses were run using
the SAS software (version 9.3, SAS Institute Incorporation, The United States of
America), licensed by the Universidade Federal de Vicosa (UFV). Data were
submitted to analysis of variance (ANOVA) (p < 0.05) and, when pertinent, means

were compared through Tukey’s and Dunnett’s test (p < 0.05).

The adequacy of fitting all regression models (Power Law, Cox-Merz rule) was
evaluated in terms of coefficient of determinati®d) @nd mean absolute percentage
error MAPE) (Equation 1}

n

1
MAPE = —Z
n

i=1

7 15
(A0l (15)
Y;

Here,Y; is the " experimental scord; is thei™ score predicted applying the
adjusted model and is the number of predicted/experimental score pairs. To be
considered adequately fitted to experimental data, models had to fRésahies>
0.9 andMAPEVvalues< 10 %.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Viscometric molar masdvy)

Values obtained to the intrinsic viscosity of Huggins and Kraemer {mgpe=
15.2 mLg?! and[n]x = 20.9 mLg? respectively and the average intrinsic viscosity
was[n] = 18.1 mlg™. The constants of Mark-Houwink-Sakurada relationshijp £
KM;™) were determined as, = 1.97 andk = 6.43x 107 mL.g?', according to
iterative method. Thus, the calculated viscometric average molecular mass of xanthan
gum wasMy ~1610 kDa with an error of 0.84 % in relation to the molecular mass of

reference ¥=1675 kDa).

3.2.Physicochemical characterization of XG dispersions
Measured pH, density and refractive index of XG dispersions are compiled in
Table 2.

Table 2. pH, density, and refractive index values of xanthan gum dispersions at 25.0 +
0.1°C

Treatments pH Densityp/kg.nm3 Refractive index

XG 6.4+1.17 997.4+0.1* 1.33+0.00%

XG + NaCl50mM 5.7+0.3%8 999.5+0. EBC** 1.33+0.0¢"

XG + NaCl100mM 5.3+0.4%8 1,002.3+0.6 ** 1.33+0.00%
XG + KCI50mM 5.4+0.4"8 999.7+0.4C** 1.33+0.0¢%
XG + KCI100mM 5.0£0.378 ** 1,002.7+0.6 ** 1.33+0.00"
XG + MgClL50mM 5.4+0.5"® 998.5+0.2'8 ** 1.33+0.00%
XG + MgCL100mM 5.3+0.178 999.7+0.5C** 1.33+0.00%
XG + CaC50mM 5.0£0.148 ** 998.8+0.6° ** 1.33+0.00
XG + CaCh100mM 4.8+0.18** 1,000.5+0.% ** 1.33+0.00"

Different letters in the same column represent significant differences betigpensibns by Tukey test (p <
0.05).

Values accompanied by ** in the same column represent significantedif®es from the dispersion control
(GX) by the Dunnett test (p <0.05).

67



Compared to the control aqueous system containing only XG, all salt-containing
systems showed lower pH values. In particular pH of the dispersions containing KCI
(100 mM), Cad (50 mM) and CaGl(100 mM) were statically lower (p<0.05) than
the control dispersion of GX. It suggested that, in these systems containing these
cations-COOH groups in XG side chains tended to release their protons more easily
than in the remaining case$his may be because the larger atomic radius of the K
and C&" cations favors their electropositivity, and the tendency is for them to be more
strongly attracted by the COO- group. Density values were statistically higher (p<0.05)
for all dispersions containing salts, compared to the control GX dispersion without
added salt. Regardless the type of salt density values for dispersions-ah mM
were higher than those wiil=50 mM. Cations from the salts are expected to form
electrostatic interactions with deprotonatg€lOO groups or ion-dipole interactions
with other polar groups existing in the XG chains, attenuating the electrostatic
repulsive forces among them. As a consequence, distances between chains are
expected to be diminished, which may explain these observed density augmentation
for the dispersions witp=100 mM. Refractive index values were not statically
different (p<0.05)due to that the salts presence doesn’t affect the light propagation
through of dispersions. Refractive index values were used to correct the data obtained
for the distribution of particle size by the DLS technique.

C- potential of the xanthan gum molecules was affected by the presence of the
salts, since their values in modulus decreased significantly, in comparison to the
control dispersion without salt (Table. 3 -potential values of the dispersions
containing divalent cations salts (Mgand C&"), with p=50 or p =100 mM, or
monovalent cations salts (Nand K), with u=100 mM, differed statistically different
(p<0.05) from the value obtained for the control systémotential of XG in the
unsalted dispersion was -67.0 mV, which is in accordance with the anionic character
this biopolymer. With the presence of divalent cations (MgCI2 or CaCl2) at the higher
u, drastically decreased thiegotential|. This reduction of tliepotential is attributed
a partial shielding of the predominant negative electrostatic charges at the interface of
the XG/water molecules. It is noteworthy that such finding corroborates the trend
observed in the increasing of densities of XG dispersions containing the
aforementioned salts (Table 2).
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Table 3. Mean PDI andpotential values of XG dispersions at 25.0 + 0.1 °C

PDI
Treatments ¢ Potential /mV Size distribution 1 Size distribution 2
100 nm < d, < 500 nm 10nm < d,

<100 nm
XG -67.0£10.3* 0.06+0.01® 0.05+0.08
XG + NaCl50mM -56.6+3.6"® 0.06+0.01® 0.07+0.03
XG + NaCl100mM  -49.6+2.5°C** 0.05+0.01® 0.06+0.0
XG + KCI50mM -57.6+4.3'® 0.04+0.0% 0.05+0.028
XG + KCI100mM -50.5+1.08C ** 0.06+0.01'® 0.07+0.02
XG + MgCL50mM  -36.6+3.20** 0.08+0.03 0.08+0.00®
XG + MgCL100mM  -28.4+0.8** 0.06+0.00'® 0.07+0.02
XG + CaC50mM -39.5+4.3°D ** 0.05+0.06 0.06+0.0
XG + CaCbl00mM  -28.1+2.4P** 0.06+0.01'® 0.13+0.08"*

Different letters in the same column represent significant differences betigpensibns by Tukey test (p <
0.05).

Values accompanied by ** in the same column represent significantediffes from the dispersion control
(GX) by the Dunnett test (p <0.05).

Also in Table 3, the mean polydispersity index (PDI) of the XG dispersed patrticles
is presented. Two size distribution was identified from the peak area of intensity
distribution for each treatment. The first distribution corresponds to the range of
particle diameterd,,) of 100 nm and 500 nm, the latter to the range of 10 nm and 100
nm. The PDI values for the size distribution 1 are representative of uniform dispersions

(or monodisperse, PDI<0.1) as described by Nobbmann (2014).

Moreover, the added dispersions of the salts did not differ in relation to the control
dispersion. Although all the dispersions were "monodisperses”, the effect of
augmentation of PDI value was observed for dispersions contd#g@i. in u=50
mM. This suggests, the increase in the association of the XG chains and therefore
favoring slight heterogeneity in particle sizes. The particles of smaller size (size
distribution 2) were more sensitive to the presence of the salts, thus generating a
moderate polydispersity (PDI> 0.10).
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Specifically, a dispersion containing Cadh p=100 mM further favored the
association of smaller chains of XG. This is attributed to the combined effect of the
divalent cation and the larger atomic radius of*Canhich facilitated the interaction

between the chains because of the electrostatic shielding generated.

3.3.Rheological characterization of XG dispersions

3.3.1 Flow behavior

After analyzing the rheograms of XG dispersions (Figure 1), the Power Law
(Ostwald-de-Waele) model was selected to mathematically represent the flow
behavior of these systems. Table 4 shows the corresponding adjusted parameters for
each treatment, as well as the indicators of adequacy of fittthgr(@® MAPE). No
difference was observed for values of flow consistency index (flow resistance index),
flow behavior index and the apparent viscosityy@tL00 s!, which corresponds to
the approximate value of the shear rate used in food processing) among treatments.

When comparing each treatment with the control dispersion, only the apparent
viscosity data for the systems containing K&t (50mM) and CaGl(u= 100mM)
presented statistically significant differences (p<0.05). Values obtainadiere all
comprised between 0 and 1, which confirms which was visually found in the
rheograms: all systems presented pseudoplasticity, regardless of the type of salt and
ionic strength. Regarding the consistency index of the dispersions, salts engendered a
decrease in the values, even if no statistically significant difference (p>0.05) was
detected for this parameter. Treatments with lower k values were the dispersions
containing KCI fi= 50mM) and CaCl (u= 100mM), which in turn had a lower

apparent viscosity.
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Table 4. Model and adequation parameters applied to adjust Power Law rheological model to

the experimental date of flow behavior evaluated for XG dispersions at 25.0 £ 0.1 °C

Model parameters Viscosity Model adequation
— 2\ 1
Treatments T=K®¥) apparent
Moo = KG)" !
K/mPa.8 n N1oo/mMPa.s R? MAPE / %

XG 953.95+145.13 0.27+0.02 33.09+5.34 0.998 6.4
A

XG + NaCl50mM  859.28+180.56 0.26+0.01 28.32+4.42 0.998 4.2
A

XG + NaCl100mM 838.17+139.62 0.27+0.02 28.55+3.87 0.993 7.8
A

XG + KCI50mM 734.88+201.64 0.26+0.01 24.27+5.53** 0.998 7.6
A

XG + KCI100mM  844.5583.21* 0.26+0.00 28.58+2.8% 0.997 2.7
A

XG + MgCL50mM  896.99+95.88  0.25+0.01 28.48+2.17 0.999 2.6
A

XG + 827.36+x14.62° 0.27+0.01 28.10+1.76' 0.999 0.5
MgCIzloomM A

XG + CaC50mM  901.8%61.35%  0.26+0.01 29.79+1.72 0.998 2.1
A

XG + CaCb100mM 687.99+2.44 0.27+0.02 24.32+2.03** 0.998 5.9

A

Different letters in the same column represent significant differences betieesystems by ANOVA (p <
0.05).

Values accompanied by ** in the same column represent significantedié®es from the dispersion control
(GX) by the Dunnett test (p <0.05).

The rheograms in Figure 1 exhibit a decrease in shear stress variation over the
shear rate for all dispersions. For the dispersions containing monovalent salts, this
behavior is attributed to the effect the loss of interaction between the XG chains. This
is due to the added salts partially reduced the electrostatic repulsion between the XG

side chains, which result in the reduction of the stiffness of the biopolymer chains.
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Dispersions containing Mg&u =50 mM andu =100 mM) had the smallest
difference in the shear stress variation, when compared to the control and the another
dispersions with the salts. Also, in the=100 mM the shear stress variation was
greater than ta=50 mM. With the addition of the divalent MgQ3alt, the behavior is
close to that of the unsalted dispersion, because this condition favors the
intermolecular interaction by the presence of the divalent cations between the chains,
mainly in p=100 mM. Under these conditions, it was possible to generate greater
stability of the xanthan gum chains.

The inversion of this behavior was observed for the dispersion containing CacCl
treatments, where the shear stress variation i ts80 mM was very close to the
control dispersion. In the case gf=100 mM this variation were lower when
compared with the other XG dispersions. The significant decrease of this magnitude
(shear stress variation) under the specified conditions is a result of the combined effect
of the +2 charge and the radii of the cation Ca that is greater than Mg. In this way,
these changes depend not only on the ionic strength values, but also on the species of
cations added in the dispersions. The effect of the decrease of the strong intermolecular
interactions between the XG chains was more pronounced in these conditions,
resulting in the more pronounced decrease in shear stress variation.

These results are in accordance with those reported in a similar study published
by Xu et al. (2015). These authors reported that{ddispersions added of different
monovalent (Naand K") and multivalent (C& and AF*) inorganic salts, the divalent
cation C&" generated the lowest apparent viscosity=50 mM. This effect was
attributed to the decrease in electrostatic forces between the charged groups present
along the chains of the molecules, or electrostatic screening which resulted in the
conformational change to an ordered state and a reduction of the molecular dimensions
(Diaz, Vendruscolo andvendruscolo, S., 2004; Xu et al., 2015; Xu et al., 2013). Also,
in this study, the avaliated effect of trivalent catiof"Ak = 50mm) was relevant,
because it generated greater apparent vicosity than the other dispersions, until the
unsalted dispersion. This behavior was attributed to the formation of a network-like

structure due to the crosslinking effect of the cation.

73



3.3.2  Viscoelasticity assessment

Viscoelasticity results, obtained from dynamic-oscilatory rheological analyses,
are present in Figures 2 (control dispersion or unsalted dispersion of XG) and Figure
3 (dispersions of XG + salts), and in Tables 5 and 6. As shown in Table 5, for all
treatments, there was no noticeable difference in the values of the elastic modulus and
the viscous modulus at low frequencies (o ~ 0.01 Hz), indicating no predominance of
elastic or viscous character in the dispersions. When submitted to a more intense
mechanical solicitationa{ ~ 0.1 Hz), both G” and G’’ increased, and G’ increased at
a rate higher than that observed for G’’. This trend was the same for all the systems.
At w ~ 0.1 Hz, the control treatment presented higher values for both G’ and G’
modulus, followed by treatments presenting 100 mM, except for the CaglAt w
~ 2.51 Hz, the effects of the salts was more perceptible. At such shear condition, G'
values were about the double of G”’, with the exception of the control and NaCl
(u =100mM) dispersion. Frequency values above of 2.51 Hz we're not presented,
because the modules presented inconsistent values due to the loss of sustainability of
the material in values higher than this.

In table 6, it is observed, by the MAPE antiRlues, that the exponential rule of
Cox-Merz did not adjust the obtained experimental data.
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Table 5. Modulus elastic, viscous and tangefur the dispersions in fixed values of frequenay (

w=0.01Hz w=0.1Hz w=2.51Hz
Treatments G’ /Pa G”’ /Pa Tané G’ /Pa G”’ /Pa Tané G’ /Pa G”’ /Pa Tané
XG 0.14£0.07*  0.13+0.032 1.00+0.204 0.46+0.14%  0.2910.04% 0.66+0.144 0.85+0.422 0.68+0.032 1.02+0.694
XG + NaCl50mM 0.08+0.03%  0.09+0.03% 1.03+0.0%A 0.24+0.08%2  0.17+0.0%2 0.75+0.048 1.21+0.1%2 0.47+0.08° 0.39+0.05¢
XG + NaCl100mM 0.14+0.08%  0.13+0.06%  0.98+0.18* 0.3810.172  0.26+0.082 0.73+0.1848 0.83+0.592 0.65+0.102 0.52+0.098
XG + KCI50mM 0.08£0.07*  0.08+0.062 1.21+0.444 0.23+0.18%  0.17+0.102 0.9310.378 1.27+0.292 0.51+0.16° 0.41+0.188
XG + KCI100mM 0.12+0.04%  0.12+0.03%  0.99+0.1P* 0.33+0.1%%  0.25+0.062 0.76+0.07 1.38+0.142 0.62+0.12° 0.4610.148
XG + MgCkL50mM 0.11+0.08%  0.12+0.04% 1.070.07 0.27+0.092%  0.21+0.0%2 0.76+0.068 1.26+0.472 0.56+0.062 0.50+0.278
XG + MgCk100mM 0.13+0.03%  0.12+0.022  0.98+0.16* 0.32+0.06%  0.24+0.032 0.73+0.078 1.32+0.1%2 0.62+0.06° 0.4740.16¢
XG + CaCs50mM 0.11+0.02%  0.11+0.0%*  0.99+0.14% 0.27+0.022  0.20+0.01° 0.74+0.064 1.35+0.292 0.56+0.03° 0.43+0.108
XG + CaCk100mM 0.08+0.02%  0.09+0.022 1.12+0.094 0.22+0.02%  0.18+0.022 0.84+0.098 1.39+0.132 0.56+0.08° 0.41+0.10¢

Different capital letters in the same column represent significant differeatigsdn dispersions by ANOVA (p < 0.05).
Values accompanied by ** in the same column represent significameditfes from the dispersion control (GX) by the Dunnett test (p <0.05).
Different bold capital letter in the same line (magnitude &amepresent significant differences between dispersions by Tukey tedd.Qb)<and different lowercase letters in the same line

(magnitude G’ and G’” for each value of ®) represent significant differences between dispersions by Tukey test (p < 0.05).
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Table 6. Model and adequation parameters applied to adjust Cox-Merz exponential model to dispersion

Model parameters

Model adequation

Model parameters

Model adequation

Model parameters

Model adequation

Treatments G'=axwb G'"=cxw? Tand =e X wf
a b R? MAPE / % c d R? MAPE / % e f R? MAPE / %

XG 0.79 0.26 0.869 28.1 0.56 0.27 0.976 7.5 0.66 -0.08 0.289 14.4
XG + NaCl50mM 0.74 0.55 0.980 8.6 0.33 0.32 0.982 445 0.49 -0.17 0.958 18.6
XG + NaCl100mM  0.92 0.33 0.962 26.1 0.53 0.26 0.981 8.7 0.59 -0.09 0.786 16.1
XG + KCI50mM 0.77 0.53 0.975 115 0.39 0.34 0.972 5.6 0.52 -0.15 0.785 12.4
XG + KCI100mM 0.88 0.50 0.989 30.9 0.43 0.31 0.991 26.3 0.53 -0.13 0.883 17.0
XG + MgCk50mM  0.80 0.52 0.992 8.6 0.41 0.32 0.986 4.5 0.54 -0.16 0.935 7.0

XG + MgCk100mM 0.91 0.42 0.993 21.0 0.48 0.28 0.982 14.4 0.54 -0.13 0.903 17.0
XG + CaCk50mM 0.83 0.46 0.978 26.3 0.42 0.31 0.994 28.0 0.52 -0.15 0.868 17.8
XG + CaCk100mM  0.83 0.61 0.989 455 0.40 0.34 0.992 35.0 0.51 -0.17 0.919 19.4
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Figures 2 and 3 (a-h) of the dispersions show variations in the elastic and viscous modulus
andtand over the frequency range 0.01 Hz to 2.51 Hz. Up to the value of 0.1 Hz, it is
observed that the modules G’ and G’ are increasing without detectable difference
between them. The exception for this behavior were the control dispersion and NaCl
(u =100mM) dispersion whose difference between the two modules were presented in a
frequency value lower than 0.1 Hz. From this frequency value for the mentioned
dispersions, the increase rate of th& was higher when compared with the other
dispersions, since it reached a value higher than 0.5 Pa. The G’ magnitude for the other
dispersions containing the saltsir=50 mM and 100 mM had a lower rate of increase,
whose maximum value reached close to 0.5 Pa and was lower than this value for the NaCl
(u =50 mM) dispersion. In relation to th&, the control dispersion had the lowest rate

of increase, which was constant along the frequency range, reaching this magnitude a
value close to 1 Pa. In contrast to the other dispersions, Ha€1@0 mM) dispersion

had a higher rate of increase from values lower than 0.1 Hz to 1 Hz and whose value
reached was close to 1 Pa. Dispersions containing the salts in the ionic strength of 50 mM
only showed an increase rate of the G' modulus from an intermediate value between 0.1
Hz and 1 Hz, whose values reached were less than 1.5 Pa. Ecr286 mM of the XG
dispersions containing KCI, Mg&and CaCl, showed increase of this modulus from 0.1

Hz frequency; but only from values close to 1 Hz was observed the highest rate of
increase, reaching higher values for G' (1.5 Pa) when comparing with the other
dispersions. Then, the predominant viscoelastic behavior was like an elastic solid. With
u =100 mM value, the re-arrangement of the XG chains was favored, due to the
attractive effect between the cations and the anionic groups XGhehains. But this

was only possible when the mechanical request was more inée&Rsg pecause initially

it is necessary to decrease the strong interaction between the chains of XG. In this way,
new molecular conformations were adopted with the help of the cations of the salts.
Nevertheless, the elastic behavior predominant of the dispersions is considered

unsustainable along the frequency range.
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4. CONCLUSIONS

In this study it was possible to evaluate the effect of the addition of the inorganic
salts on the structural characteristics and rheological parameters of xanthan gum
dispersions. The presence of the salts despite changes in the structural characteristics
both in the PDlasthe {-potential. The addition of salt did not present any relevant
modifications on the rheological parameters of the flow behavior. It was notable in the
characterization of the viscoelasticity of the material, which was of an elastic solid for
the dispersions containing the salts at the highest ionic strength, but only from higher

values of the mechanical application intensity.

It has been found that the relationship between these physical chemical aspects
of the dispersions is dependent on the type of cation added, and that there is not only
a specific relationship with the concentration. In subsequent studies, other notable
effects could be observed by increasing the concentration of cations or changing the
type of this chemical species. In addition, verify the effect on technical-functional (e.qg.

stabilizing emulsions or as a gelling agent).
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SUPPLEMENTARY MATERIAL (SM) FOR

Assessing rheological and molecular effects of different food-grade salts on

aqueous dispersions of xanthan gum
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1R G’, G’’ and tan 8 in strain sweep for control dispersion
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CAPITULO 4

Conclusiao Geral



Muitos estudos tém constatado, como alteracdes fisicas ou quimicas geram um
grande impacto nas propriedades fisicas de polissacarideos em dispersdes equosas
como essas mudancas poderiam ser aproveitadas para melhorar ou expandir a
aplicabilidade tecnoldgica desses biopolimeros. Para a goma xantana, os trabalhos citados
no estudo bibliografico apresentaram um panorama de como sao notaveis os efeitos de
tratamentos fisicos (p.ex. térmico, degradacéo ultrassénica e altas pressées), de interacédo
com outros biopolimeros & adicdo de sais, nas carateristicas estruturais, parametros
reologicos e propriedades técnico-funcionais. Como producéo cientifica, tém sido
propostos modefode sinergismo, interacdo e conformacéo estrutural das moléculas
polissacaridicas envolvidas nos sistemas estudados. Tudo isso reflete na importéncia de
pesquisae se ariscar a manipular a estrutura polimérica complexa da goma xantana
consequentemente suas propriedades; contribuindo assim ao entendimento da origem

dessesfendbmenod moleculares como muitos pesquisadores tém feito ao longo dos anos.

Ao se referir ao estudo experimental, nossos resultados evidenciaram mudancas
estruturais na molécula da goma xantana decorrente das interacfes feitas com os cétions
dos sais. Estabelecende-assim que a forca ibnica além de ter-se maaifes
estruturalmente, também gerou efeitos nas propriedades reslpggrpuisadas. Neste
estudo a correlacdo das caracteristicas fisico-quimicas e as propriedades reoldgicas foram
feitas ndo somente em funcgéo das forcas idnicas utilizadas, se ndo em aspectos inerentes
aos cations desses sais, tais como o tamanho do cation e a carga elétrica respetiva desses
Desta forma,as ideias e/ou teorias expostas foram abordadas tendo em conta essas
caracteristicas dos eletrdlitos adicionados, verificando os efeitos delas atuando juntas ou

isoladamente.

Como panorama de estudo, consequente com a correlacdo da estrutura-
propriedades de do biopolimero goma xantana em sistemas aquosos, se visa 0 emprego
de técnicas espectroscépicas (p.ex. espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier, Raman), que se tem tornado Uteis na determinacdo de interacdes intra e
intermoleculares e as mudancas conformacionais na estrutura de macromoléculas sob o
efeito de alteracgOes fisicas. Além disso, extrapolar os efeitos da forga ibnica para o estudo
das propriedades técnico-funcionais de goma xantana (p.ex. estabilizante em emulsdes ou
como agente pro-gelificante) desejaveis para as mais diversas formulagcées na industria

de alimentos.
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ANEXOS

ANEXO A
Caracteristicas estruturais dos polissacarideos

Uma descricdo geral de quais caracteristicas moleculares dos polissacarideos
favorecem as propriedades fisicas, como a dispersibilidade, o aumento da viscosidade
das dispersdes e as propriedades gelificantes em sistemas aquosos é apresentada n:
Tabela Al.

Tabela Al. Caracteristicas da estrutura molecular dos polissacarideos que influenciam

a ocorréncia de algumas propriedades fisicas

Caracteristicas do Dispersibilidade em agua  Aumento da Viscosidade Propriedades
polissacarideo gelificantes

Repeticao do Irregular Regular (estruturas Segmentos regulares ¢
monossacarideo rigidas) irregulares
e/ou ligacéo
glicosidica
Forma da cadeia Estrutura altamente ramificad Estruturas lineares e Estruturas lineares e
principal estendidas estendidas
Grau de Distribuicéo regular das Distribuicdo regular das Distribuicéo

ramificagcbes e/ou cadeias laterais ou grupos cadeias laterais curtas oL esporadica ou irregula

substituicdo substituintes ao longo da grupos substituintes ao
cadeia principal longo da cadeia principal
Carga molecular Distribuicdo de carga Distribuicdo uniforme de Distribui¢éo irregular
(repulsiva) ao longo das carga (repulsiva) ao longt
cadeias das cadeias
Solvatacdo Méaxima Alta el IS
biopolimero -
biopolimero e
biopolimero - agua
Tamanho médio da Baixo Intermediério a alto Baixo a intermediario
molécula

Fonte: HUI (2006)
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Nem todas as condicbes moleculares descritas apresenta um determinado
polissacarideo, mas a maioria dessas caracteristicas garante a ocorréncia das
propriedades fisicas. Além dessas caracteristicas, a capacidade de adotar diversas
conformacdes moleculares ou formas resulta em especificas estruturas (estruturas
primarias, secundarias, terciarias e até quaternarias) que também geram um impacto

nas propriedades dos polissacarideos em sistemas aquosos.

A estrutura primaria dos polissacarideos constituida pela sequéncia das unidades
monoméricas e ligacdes glicosidicas, € quem rege a ocorréncia das interacdes
intramoleculares e intermoleculares desses biopolimeros e consequentemente a
formacdo de estruturas superiores. As conformacfes como fitas ou hélices dos
polissacarideos correspondem a estrutura secundaria que sdo determinadas pela
rotacdo das unidades monoméricas em relacao a ligagéo glicosidica. A orientacdo das
cadeias nessas conformacdes é restrita as condi¢des termodindmicas favoraveis ou de
baixa energia, dependendo das interagdes envolvidas (ligacbes de hidrogénio, de van
der Waals, polares). Essas conformacdes sdo exemplos de estruturas poliméricas
regulares ou ordenadas, diferentes da conformacao espiral randémica ou desordenada
que ndo tem um formato definido devido a alta irregularidade ao longo da cadeia; esta
Ultima se caracteriza por apresentar unidades monomeéricas que se orientam afastadas
uma da outra, de tal forma que ndo séo favorecidas as ligacdes de hidrogénio na
molécula. Na Figura Al séo representadas as conformacdes moleculares mencionadas
nesta se¢do, assim como a orientacdo de unidades monossacaridicas de alguns

polissacarideos que adotam essas formas.
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FiguraAl. Conformacdo molecular em forma de (a) fita, (b) hélice e (c) espiral
randémica e a respetiva orientacdo das unidades monomeéricas nos
polissacarideos celulose, amilose e dextrana. Fonte: QI WANG & CUI (2005)
HUI (2006).

As conformacdes moleculares derivadas da estrutura terciaria sdo constituidas
pela ordenacdo das cadeias poliméricas em duplas e triplas hélices, cuja associacao &
mantida pelas ligac6es de hidrogénio. Ja a agregac¢ao da estrutura secundaria e terciaria
por meio de interacdes como as eletrostéticas, ndo polares e as ligacdes de hidrogénio
levam a formacao de estruturas quaternarias, que garantem a formacéo de regiées de

juncao (ou interligacdes entre as moléculas).

Em sistemas aquosos as ligacdes de hidrogénio intermoleculares, que favorecem
a estabilizacdo das estruturas ordenadas dos polissacarideos, sdo afetadas. A cause
disso é que as cadeias do polissacarideo ndo somente vao interagir entre elas e sim
com as moléculas de agua, por tanto a estrutura adotara uma conformacao menos rigida
(espiral randémica). Esta ultima conformagéo € a mais frequente para polissacarideos

lineares em solugdes/dispersdes, mesmo para aqueles com estruturas regulares que sac
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solliveis em agua. Essa dinamica molecular adotada na presenca do solvente nao
restringe totalmente a existéncia de estruturas macromoleculares; porém sera
necessario que condi¢bes fisicas acontecam. Assim, o aumento da concentracdo, a
presenca de agentes ligantes como os sais, mudancas de temperatura e de pH induzem

a formacéo de estruturas terciarias e quaternarias em meios aquosos (HUI, 2006).

Nesse sentido, as cadeias dos polissacarideos em sistemas aquosos, independente
da conformacédo adotada vao ocupar ou varrer um determinado espaco no seio da
dispersao que gerardo as mais diversas propriedades, como o aumento da viscosidade
ou formacdo de géis. Por tanto se faz necessario dimensionar e estabelecer essa
dindmica molecular. Algumas grandezas tém sido adotadas para elucidar as
conformacdes moleculares dos polissacarideos, que correspondem as dimensdes das
formas geométricas tedricas representativas deles. A distancia média entre os extremos
da cadeia dos polissacarideos ou comprimento de deslocamento da cadeia, denotado

COMOR, € apresentado na Figukd(a).

(c)

Figura A2. Parametros usados para dimensionar as cadeias de polissacarideos
em dispersdes aquosas: (a) comprimento de deslocamento das cadeias, (b) raio
de giro e (c) volume excluido. Fonte: TERAOKA (2002).

Nesse formato, a cadeia € considerada como constituiddy pigacdes de
unidades monomeéricas,(i = 0,1,2, ..., N), em que os mondmeros tém comprimento
entrer;_; er;. R € o vector definido na Equacéo Al e reescrito na Equagédo A2 como
R, que corresponde ao valor médio da raiz quadrada ¥so porque o valor diy
€ uma magnitude que abrange a maxima dimenséo das cadeias, que n&o é totalmente

compreendida com o valor d& pois nem sempre 0s extremos das estruturas estarao
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orientados para fora. Por tanto € assumido que a cadeia esteja contida num formato
esférico de diametrB; (TERAOKA, 2002).

R=ry—r, (A1)
R® = (R?) = ((ry —19)?) (A2)

O raio de giro € outra grandeza utilizada para dimensionar as cadeias dos
polissacarideos. Para este caso a distancia aferida néo é entre os extremos da cadeia dc
polissacarideo, mas sim a distaneja éntre o centro de massa e um dado ponto de
massa localizado na cadeia polimérica, como representado na Figura A2(b). Se
observa que o espaco ocupado pela cadeia é assumido como sendo uma forma esférica,

de raioR,.

O raio de giroR,, (Equagéo A3) é a raiz quadrada do valor médic/die todas

as entidades que constituem a cadeia.

(A3)

O volume excluido também é outro parédmetro utilizado para dimensionar as
cadeias dos polissacarideos em dispersdes. Esse volume é considerado 0 espaco que
ocupa a molécula do polissacarideo ou um segmento deste em condi¢des de dilui¢éo,
que exclui as moléculas biopoliméricas vizinhas. O volume de exclésdao,
representado na Figura A2(c) pelas linhas tracejadas simula uma esfera contendo a
molécula do polissacarideo. Essa magnitude é diferente das grandezas anteriormente
descritas, porque ndo somente leva em conta a contribuicdo das dimensdes da molécula
isolada; e sim também aspectos das conformacdes moleculares, caracteristicas
supramoleculares que sdo decorrentes das interacfes moleculares nas dispersées (Ql
WANG & CUI, 2005).
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ANEXO B
Formalismo tedrico sobre reologia de solidos

A teoria da deformacado elastica (de sélidos) foi primeiramente descrita na
“verdadeira teoria da elasticidade” desenvolvida por Robert Hooke em 1678
(BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989). Um material com comportamento el4stico
deforma reversivelmente, isto €, ele recupera o volume e forma originais depois de ter
sido retirada a tensdo que o deformou. A razao disto, é que a energia fornecida pela
forca de deformacdo é armazenada no material, sem dissipagéo, e depois € utilizada
para a dita recuperacao. A forca ou tensdo aplicada € proporcional a deformacéo do
corpo (Equacéao B1).

F=—-kx (B1)

Em que:F é a forca (N)k € a constante de forga do material (Kpsx € a
extensdo da deformacao (m) (SILVA, 2006).

Na lei de Hooke é estabelecida a grandeza modulo el&stiPa) (Equacéo B2),
definida como a razdo da tensao (tracdo ou compreensao) e a deformacéo (BARBOSA-
CANOVAS et al., 1996).

A tensdo de tracdo ou compreensgéfRa), para materiais sélidos (Equacéo B3),
é definida como a forcA aplicada sobre uma barra de aseém?) perpendicular a

direcdo da forga, como representado na Figura B1(a).

(B3)

Q
Il
| Ty
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FiguraB1. Deformacéo de corpos sélidos: (a) submetido a tenséo de tracdo ou
compreenséo e (b) tensio de cisalhamento. Fonte: BARBOSA-CANOVAS et al.
(1996).

A deformacao,y (adimensional) (Equacdo B4) corresponde a razao entre o

deslocamento da placa’ (— x) e 0 seu espacamentq.(

x' —x (B4)

Quando o sélido é submetido a distorcéo por tenséo de cisalhamento [vide Figura

B1(b)], o modulo de cisalhamento ou de rigide@a) € definido como:

et (B5)
Y

Em quer(Pa) corresponde a tensdo de cisalhamento para um caso de deformacéo

ey (adimensional) é a deformacéao definida como:

Ax (B6)
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ANEXO C
Formalismo matematico dos modelos de Kelvin-Voigt &Maxwell

Modelo de Kelvin-Voigt

Na Figura C1 os componentes mola e amortecedor estao dispostos em paralelo,

gue corresponde ao modelo conceitual de Kewioigt.

Figura C1. Representacgdo conceitual do comportamento viscoelastico
segundo o modelo de Kelvin - Voigt. Fonte: SILVA (2006).

Ao aplicar uma tensado de cisalhamento constante no sistema (sentido da seta), o
componente elastico (mola) tem sua deformacéo dificultada, devido a resisténcia
viscosa presente no componente amortecedor. O limite de deformacgéo do sistema é
dado pela contribuicdo elastica na mola. Logo apds a retirada da tensdo, o sistema
recupera completamente seu estado inicial. Este modelo é considerado como de um
sélido viscoelastico pois se comporta similarmente a um solido elastico (sélido
Hookeano), mas que ao recuperar a condi¢ao inicial, o faz com um retardo (SILVA,
2006).

O modelo de Kelvin- Voigt é representado matematicamente pela seguinte

equacao:
T= Tg + T" (Cl)

Em que a tenséo de cisalhamento tafedplicada no sistema é igual ao somatorio
da tensdo de cisalhamento de cada elemento que o constitui, isto €, a tensédo de
cisalhamentor; € para o elemento mola representando o componente elastico e a
tensdo de cisalhamentpé para o elemento amortecedor representando o componente
viscoso. O valor da deformacgé&o tanto na mola como o amortecedor € igual devido ao
arranjo desses elementos, em que 0s conectores permanecem em paralelo sempre, ou

SejaYg =Vy-
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Substituindo na Equacdo C1 cada tensdo de cisalhamento pela respetiva

contribuicéo da tenséo de cisalhamento dos elementos do modelo, obtemos:

T= Gy+ny (C2)

Modelo de Maxwell

O modelo de Maxwell, (Figura B2) traz os componentes mola e amortecedor

dispostos em série.

Figura B2. Representacéo conceitual do comportamento viscoelastico
segundo o modelo de Maxwell. Fonte: SILVA (2006).

Segundo esse modelo, ao aplicar a tensdo de cisalhamento (no sentido da seta),
componente elastico vai ser imediatamente deformado até um valor constante. A partir
desse valor, ndo acontecerao mais deformacdes. Quando a tensao € retirada do sistema,
0 componente elastico retorna a configuracao inicial e 0 componente viscosoacontinu
deformando. A diferenca do modelo anterior, 0 modelo de Maxwell € considerado o
modelo de um liquido viscoelastico, pois 0 sistema ndo se recupera totalmente apés
ser cessada a aplicacao da tensao (SILVA, 2006).

Para este modelo o valor da tens&o de cisalhamento dos elementos que constituem
o sistema € igual, isto®;, = t,, € a deformacéo do sistema € igual ao somatorio da

deformacéo que ocorre no elemento mola e amortecedor:
Y=VYetVy (C3)

Se faz a derivada da Equacdo C3 em relacdo ao tempo pois a deformacdo do

sistema ocorre ao longo do tempo.

dy dyg dy,
o E Tm C4
at _ dt | dt 4
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Substituindo na Equacéo C4 as deformacdes pelas contribuicbes de deformacao

dos elementos do modelo, obtemos:

d 1d T
& __ %% (C5)
dt G dt nq

O tempo de relaxacdo (Equacéo C6) corresponde a razéo entre a viscosidade e o

modulo de cisalhamento:

_n
=2 (C6)

Substituindo a relacdo do tempo de relaxacdo na Equacdo C5 obtemos a

expressdo matematica do modelo de Maxwell:

dy t.dtg +ﬁ

7 _ C7
dt n ] (€7)

97



