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Resumo — A xantana ¢ o aditivo espessante, gelificante e estabilizante de origem microbiana mais utilizado em
alimentos devido suas incomparaveis propriedades reologicas, além de ser considerada muito segura. Vem sendo cada
vez mais aplicada, nas mais diversas 4reas industriais. E um biopolimero do tipo exoheteropolissacarideo anidnico,
produzido por bactérias do género Xanthomonas. Além de elementos metalicos macroconsituintes, relacionados as
propriedades reoldgicas da xantana, podera conter elementos trago contaminantes, como metais pesados. Sendo assim, a
caracterizagdo adequada dos elementos metalicos se faz de suma importancia. Este trabalho contempla o
desenvolvimento um método analitico para a determinacdo de Pb em amostras de gomas xantanas por espectrometria de
absorcdo atomica de alta resolugdo com fonte continua em forno de grafite (HR—CS GF AAS) usando a amostragem
direta de solidos. S@o discutidos os pardmetros de desenvolvimento do método. Para investigar a provavel origem desta
contaminacdo foi feita a analise de alguns insumos usados no processo de fermentagdo das xantanas.
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Introducéo

A denominagdo xantana ou goma xantana engloba os biopolimeros produzidos em fermentagdo aerdbica por bactérias
do género Xanthomonas [1]. Xantanas sdo amplamente empregadas pela sua capacidade de formar géis ou solugdes
com elevada viscosidade em meio aquoso, atuando como um espessante, agente de suspensdo e estabilizador de
emulsdes [2-4]. A xantana tem sido o polissacarideo microbiano mais utilizado em alimentos, no Brasil € no mundo.
Também tem sua aplicabilidade relatada a inumeros produtos em diversos setores industriais. Entre eles, destacam-se as
areas de farmacos, cosméticos, quimica e petrolifera. Seu uso se deve principalmente a suas propriedades reoldgicas,
que permitem a formagdo de solugdes viscosas a baixas concentragdes (0,05-1,0%), bem como a elevada estabilidade
em ampla faixa de pH e elevadas temperaturas.

A xantana possui sua estrutura primaria composta de repetidas unidades de B-D-glicose unidas por ligagdo 1-4,
formando a cadeia principal celuldsica. Pode conter nos seus residuos acidos da cadeia principal cations como Na, K,
Ca e Mg, oriundos dos sais utilizados durante o processo fermentativo, etapa de recuperacdo ou adicionados apds. As
propriedades tecnologicas da xantana sdo influenciadas pela concentragdo e natureza desses sais adicionados,
especialmente no que diz respeito a viscosidade [5-6]. Além da presenca de metais macroconstituintes, elementos trago,
tais como chumbo (Pb), podem estar presentes como contaminantes, que sdo lentamente acumulados no organismo
causando elevada toxicidade. Por isto, devem se restringir aos limites previstos pela legislagdo. Os contaminantes
possuem a mesma origem dos cétions aceitdveis. A legislagdo brasileira para aditivos alimentares preconiza que sejam
atendidas as exigéncias de pureza estabelecidas pela FAO-OMS, ou pelo Food Chemical Codex [7]. A determinacdo do
teor de arsénio (As), chumbo (Pb) e metais pesados, expressos como chumbo, sdo etapas obrigatorias do controle de
qualidade em xantana. Para Pb e metais pesados aceitam-se percentuais menores que 0.0002% ou 2 pg.g” e 0.002% ou
20 pg.g”' [8,9].

Para a determinagdo de elementos trago que estdo normalmente na faixa de pg kg™ ou abaixo, sdo requeridas as mais
sensiveis técnicas analiticas. Por outro lado, estas técnicas geralmente sdo incompativeis com matrizes complexas onde
esses elementos estdo inseridos, se fazendo necessarios procedimentos de preparo de amostras. Os 6rgdos reguladores
da contaminagdo de metais toxicos em alimentos adotam procedimentos que sdo, na maioria das vezes, laboriosos,
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morosos ¢ sujeitos a erros [9]. No caso de aplicagdo rotineira e principalmente na fase de desenvolvimento de novos
produtos, ¢ preferivel langar médo de técnicas analiticas que permitam manusear diretamente as amostras e que usem
pequena quantidade de amostra [10-11]. Atualmente, a espectrometria de absor¢do atomica com forno de grafite aliada
ao espectrometro de alta resolugdo com fonte continua (HR-CS GF AAS) preenche os requisitos de elevada
sensibilidade e possibilidade da analise direta das amostras [12-13]. Além disso, esta técnica também permite a
minimizagdo e resolugdo de interferéncias espectrais muito comuns na analise direta de sélidos via AAS, conferindo,
assim, o estabelecimento de métodos rapidos e confiaveis que possam ser aplicados em analises de rotina [12]. Desta
forma, o objetivo deste trabalho visa o desenvolvimento de um método analitico para a determinag@o de Pb em amostras
de gomas xantanas comerciais e nas produzidas em escala piloto no Laboratério de Biopolimeros do CDTec/UFPel por
HR-CS GF AAS usando a amostragem direta de solidos. Para investigar a provavel origem desta contaminacdo, foi
feita a analise de alguns insumos usados no processo de fermentacdo das xantanas.

Parte Experimental

Materiais analizados

Utilizou-se duas xantanas comerciais e trés xantanas pruni. Os polimeros comerciais utilizados foram denominados
como Xantana comercial A, adquirida da Farmaquimica® e Xantana comercial B, cedida pela Petrobras. As xantanas
pruni, produzidas no Laboratorio de Biopolimeros do CDTec/UFPel, foram denominadas como Xantana fermentagao
A, proveniente de processo utilizando a cepa 101 de Xanthomonas arboricola pv pruni, durante 66h, ¢ Xantana
fermentacdo B e C, relativas a dois diferentes lotes provenientes da cepa 106, durante 66h, utilizando-se marcas
diferentes de agucar cristal comercial. Os processos fermentativos foram desenvolvidos em biorreator (BioStat B Braun
Biotech International®) com jarro de 10L contendo 7L de meio, controlando-se o pH a 7 pela adi¢do de NaOH 2mol.L’
! segundo patente WO/2006/047845 [14]. O caldo fermentativo resultante foi tratado termicamente por 15min a 121°C,
o polimero foi recuperado pela adigdo de etanol 96% (4:1 v/v), seco em estufa a 56°C e triturado.

A determinagdo de Pb foi feita também nos insumos nos reagentes glicose, peptona, dihidrogeno fosfato de amdnio,
hidrogenofosfato de potassio, extrato de levedura e no alcool utilizado para recuperacdo da xantana, por determinagio
direta.

Instrumentagdo

Todas as medidas foram feitas em um espectrometro de absorgdo atdmica de alta resolucdo com fonte continua em
forno de grafite, modelo ContrAA 700 (Analytik Jena®, Alemanha), equipado com uma lampada de xen6nio de arco
curto (300 W) operando no modo /ot-spot e monocromador duplo de alta resolugdo (DEMON) e detector com arranjo
linear de dispositivos de carga acoplada (CCD). A avaliagdo do sinal foi feita utilizando-se 3pixels (CP + 1) na linha
analitica de 283,306 nm. Foram utilizados tubos de grafite piroliticos com aquecimento transversal para amostragem
solida. Em torno de 0,80 mg das amostras foram pesadas diretamente na plataforma de grafite usando uma
microbalanga (Sartorius®, Alemanha), com uma precisdo de 0,001 mg. As plataformas contendo as amostras foram
inseridas no atomizador usando acessorio para amostragem solida. Utilizou-se argdnio, com grau de pureza de 99,996%
(White Martins®, Brasil), na vazdo de 2,0 L min”, durante todas as etapas, excetuando a de atomizagio, onde o fluxo
de gas foi interrompido. As condi¢des de medida para a determinagio de Pb por HR-CS GF AAS usando a amostragem
direta de solidos foram avaliadas usando amostra da xantana pruni Fermenta¢do A e uma mistura de Pd + Mg e
NH4H,PO, como modificadores quimicos, ambos em solu¢do e contendo Triton X-100 0,05% (v/v).

Reagentes e solugoes

As solugdes utilizadas foram preparadas a partir de reagentes de elevado grau analitico e agua destilada purificada por
um sistema Milli-Q (Millipore®, EUA), resultando em agua com uma resistividade de 18 MQ cm a 25 °C. Uma solugdo
estoque de 1000 mg L' de Pb foi usada para preparar as solugdes de calibragio. Como modificadores quimicos foram
utilizadas as solu¢des de NH4H,PO,4 1% (m/v) e Pd 0,1% (m/v) + Mg 0,06% (m/v) em Triton X-100 0,05% (v/v).

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos com o modificador Pd/Mg mostraram a presenca de uma interferéncia parcialmente sobreposta
com o sinal analitico do Pb. O modificador que permitiu uma eliminagio adequada da absor¢do do fundo no CP +1 foi
NH4H,PO; (0,2 mg) na temperatura de atomizacdo de 1800°C, que estabiliza o sinal analitico de Pb tanto das amostras
como do padrdes aquosos. Fez-se entdo o estudo da temperatura de pirodlise 6tima, encontrando-se 900 °C como
temperatura que proporciona o maior sinal analitico com menor interferéncia, sendo esta entdo a condi¢ao utilizada para
as demais determinagdes. Com o objetivo de avaliar qual a massa maxima de amostra que ¢ capaz de ser analisada com
menor interferéncia no CP #1 nas condi¢cdes de medida, fez-se o estudo de massa de amostra. Os resultados
demonstraram que massas até 0,85 mg nao possuem interferéncia. As demais amostras investigadas ndo demonstraram
interferéncias no CP +1.

A quantificagdo de Pb nas amostras e nos insumos foi realizada com curva analitica usando um branco e sete solucdes
de calibragdo aquosas. Linearidade adequada (1> > 0,99) foi obtida para solugdes numa faixa de concentracdo entre 4,0 e
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100 pg L (0,04-1,0 ng de Pb). Os pardmetros de mérito avaliados, massa caracteristica (m,), limites de detecgio (LD)
e de quantificagdo (LQ), sdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros de mérito para determinacdo de Pb em xantana usando HR—CS GF AAS com calibra¢do com
padrdes aquosos

Modificador Equacao de regresséo linear R’ LD*/ LQ/ mg /
Hg g™ hg g’ Pg
NH4H,PO, At = 0,0079 + 0,4471 mpy, 0,9979 0,007 0,023 9

*LD calculado para massa maxima de amostra inserida no tubo de grafite (1,9 mg).

A exatiddo do método foi avaliada usando-se material de referéncia certificado, polietileno de baixa densidade ERM
EC680K. Os resultados encontrados (13,2 + 0,9 ug g™') foram concordantes com o valor certificado (13,6 +0,9 ug g™) a
um nivel de confianca de 95% (teste T de student). A precisdo, avaliada pelo coeficiente de variagdo (CV) da
determinagdo de Pb na amostra F38 (n=10), foi 12%. Para as demais amostras o CV variou de 7 a 24% (n=5).

Os resultados analiticos da determinagdo de Pb em trés amostras de xantana produzidas em escala piloto, em diferentes
condicdes de fermentagdo, e em duas amostras comerciais sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Determina¢do de Pb em amostras de xantana comerciais e xantanas pruni usando HR-CS GF AAS com
amostragem direta de sélidos

Amostra Pb(ug g') +sd
Xantana Fermentagdo A 0,909 + 0,184
Xantana Fermentacao B 0,068 £ 0,008
Xantana Fermentagao C 0,440 £ 0,050
Xantana Comercial A 0,153 +£0,010
Xantana Comercial B 0,021 £ 0,005

*sd = desvio padrdo de 5 medidas replicatas

Todas as amostras analisadas tiveram teores de Pb inferiores ao permitindo. A investigacdo da provavel origem da
contaminacdo das amostras de xantanas produzidas na UFPel foi realizada avaliado-se alguns dos insumos utilizados no
processo de fermentagdo. Apenas a amostra de peptona mostrou contaminagdo acima do LQ (0,041 + 0,010 pg g™).
Amostras dos aguicares comerciais (agucar cristal) utilizados no processo, e que sdo insumos que podem conter Pb, ndo
foram incluidos nesta investigac@o, mas serdo posteriormente avaliados.

Concluséo

A caracterizacdo de biopolimeros com respeito a presenca de contaminantes ¢ um tema que merece destaque em virtude
da aplicabilidade destes produtos na industria alimenticia e farmacéutica. A HR—CS GF AAS ¢ uma valiosa ferramenta
principalmente no que concerne a possibilidade de identificacdo e corregdo de interferéncias espectrais, o que nio seria
possivel por outra técnica, principalmente empregando a analise direta de solidos. As interferéncias espectrais, oriundas
das amostras de xantanas, foram adequadamente eliminadas usando NH4H,PO4 como modificador quimico. Deste
modo, a amostragem direta de solidos mostrou ser uma alternativa promissora quando se requer o uso de pequena
quantidade de amostra com o minimo de preparo. Além disso, cabe destacar que o método desenvolvido mostrou ser
rapido e confidvel uma vez que mostrou elevada exatiddo e precisdo. Os resultados dos teores de Pb nas amostras e
insumos avaliados ficaram abaixo do estabelecido pela legislacdo vigente para xantana como aditivo alimentar.
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