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RESUMO

Bactérias do género Xanthomonas, quando em condigdes propicias, sdo capazes de
produzir um exopolissacarideo denominado goma xantana, normalmente obtido por
cultivo submerso em meio contendo substratos convencionais como glicose e sacarose.
Este biopolimero, por apresentar excelentes propriedades reoldgicas e estabilidade
frente a uma ampla faixa de pH e temperatura, € amplamente utilizado como aditivo em
industrias de alimentos, farmacéutica e petroquimica. O uso de substratos alternativos,
em detrimento dos convencionais, pode reduzir o custo do biopolimero. No presente
trabalho, foram investigados os efeitos da aeragdo (vvm) e agitacdo (rpm) na formacéo
de biomassa, na producdo e nas propriedades das gomas xantana obtidas a partir da
fermentacdo de glicerina residual do biodiesel (GRB) por Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103 . Além disso, foram avaliados os parametros cinéticos de
producéo e a influéncia da adigédo de diferentes sais na viscosidade das gomas xantana
obtidas nas condi¢des 6timas de aeracdo e agitagdo. Os niveis das variaveis aeracao e
agitacdo variaram de acordo com um delineamento composto central rotacional (DCCR)
fracionada 22, com dois pontos axiais (o = + 1,41) e triplicata no ponto central. As
xantanas foram obtidas a partir de meio contendo 2,0% (v/v) de glicerina residual do
biodiesel, minimamente suplementada com 0,01% (m/v) de ureia, 0,1% (m/v) de
K,HPO,4 e 20% de inoculo. Os cultivos foram conduzidos em biorreator de 4,5L, a
28°C, pH de inicial de 7,0 por 120 horas. As xantanas obtidas foram analisadas quanto a
producdo, viscosidade aparente, composicdo de agucares e acidos, massa molecular e
termogravimetria. A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para avaliar os
efeitos das variaveis sobre as respostas e otimizar o processo. A producdo de xantana foi
influenciada, individualmente, pela aeracdo e agitacdo, sendo favorecida em baixas
aeracdes ou baixas agitacGes. A otimizacao apontou 0,97 vvm e 498 rpm para obter 5,59
g.L™ de xantana. A concentracéo de biomassa foi favorecida com baixas agitaces ou
aumento na taxa de aeracdo, sendo indicado pela otimizacdo o emprego de 1,05 vvm e
484,75 rpm para obtencéo de até 3,26 gL de biomassa. A reducdo da velocidade de
agitacdo acarretou no aumento da viscosidade das solucdes de xantana (0,5%), sendo
apontado pela otimizacdo o emprego de 1,05 vvm e 497,60 rpm para atingir o0 maximo
de até 255,40 mPa.s. Baixas aeragdes contribuiram para aumento do teor de glicose e

manose na cadeia das xantanas. Além desta condicdo, o aumento individual na agitacdo
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leva ao aumento no teor de manose e diminui¢cdo no teor de glicose. O teor de acido
glucurdnico tende ao aumento com emprego de baixas agitagdes, enquanto o teor de
acido piravico aumenta significativamente. A massa molecular ponderada das xantanas
obtidas foi influenciada pela agitacdo e aeracdo, apresentando maiores massas com
baixas velocidades de agitaces e altas taxas de aeracdo. O aumento na aeragdo e na
velocidade de agitacdo induziu a producdo de goma xantana com maior estabilidade
térmica. Fatores de conversdo velocidade instantanea e velocidade especifica, estudados
nas condicdes Otimas de producdo, indicaram que a producdo do polimero estd
parcialmente associada ao crescimento celular. A xantana obtida nas condi¢des 6timas
ao serem solubilizadas em solugdes contendo sais mono (NaCl) e bivalentes (CaCly)
apresentaram reducdo na viscosidade aparente de até 19,65% e 12,26%,
respectivamente, enquanto a adicdo de sal trivalente (FeCls) conferiu aumento de até
10,76% na viscosidade aparente, indicando aumento na estabilidade do polimero em
presenca deste sal. Assim, a variacdo da aeracdo e velocidade de agitagdo na
fermentacdo da glicerina residual do biodiesel por Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103, exerce grande influéncia na formacdo de biomassa, na
producdo de goma xantana e propriedades como: Viscosidade aparente, composi¢ao

quimica, massa molecular e estabilidade térmica.

Palavras-chave: Goma xantana, glicerina residual do biodiesel, otimizacéo
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ABSTRACT

Bacteria of the genus Xanthomonas, under favorable conditions, are capable of
producing an exopolysaccharide known as xanthan gum, usually obtained by submerged
cultivation of conventional substrates such as glucose and sucrose. This biopolymer, by
presenting excellent rheological properties and stability in a wide range of pH and
temperature, is widely used as an additive in food industry, pharmaceutical and
petrochemical. The use of alternative substrates at the expense of conventional can
reduce the cost of the biopolymer. In this study, we investigated the effects of aeration
(vwm) and agitation (rpm) in the biomass formation, xanthan gum production and
properties of xanthan gum obtained from the fermentation of residual glycerine
biodiesel (RGB) by Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103. Furthermore, we
evaluated the kinetic parameters of production and the influence of the addition of
different salts on the viscosity of xanthan gum obtained under optimal conditions
aeration and agitation. Levels of aeration and agitation varied according to a central
composite rotational design (DCCR) fractionated 22, with two axial points (¢ = + 1.41)
and in triplicate central point. Xanthans were obtained from medium containing 2.0% (v
/ v) glycerol residue of the biodiesel minimally supplemented with 0.01% (w / v) of
urea, 0.1% (w/ v) K2HPO4 and a 20% inoculum. The cultivations were performed in a
4.5 L bioreactor at 28 ° C, initial pH of 7.0 for 120 hours. Xanthans were analyzed for
the production, viscosity, composition of sugars and acids, molecular mass and
thermogravimetry. The response surface methodology was used to assess the effects of
variables on the responses and optimization. The production of xanthan was influenced
individually by agitation, being favored at low agitations. The optimization showed 0.97
vvm and 498 rpm for up to 5.59 gL-1 of xanthan. The biomass concentration was
favored at low agitation, or aeration rate increase was indicated by optimizing the use of
1.05 vvm and 484,75 rpm to obtain up to 3.26 gL-1 biomass. The reduction of the
agitation speed or aeration rate increase caused an increase in viscosity of xanthan
solutions (0.5%), being indicated by optimizing the use of 1.05 vvm and 497.60 rpm to
achieve maximum up 255.40 mPa.s Low aeration contributed to increased content of
glucose and mannose in the chain of xanthans beyond this condition, the individual
increase in agitation led to increase in mannose and reduction on glucose content. The

glucuronic acid content tended to increase with use of low agitation, whereas pyruvic
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acid increased significantly at low agitation speeds. The molecular mass of the weighted
xanthans obtained was influenced by agitation and aeration, with higher masses capable
of low agitation and high aeration. The increase aeration and agitation speed induced the
production of xanthan gum with a higher thermal stability. Conversion factors and
instant speeds and specific speed studied in optimum conditions of production,
indicated that the production of the polymer is partly associated with cell growth. The
xanthan gum obtained under optimal conditions to be solubilized in solutions containing
mono salt (NaCl) and divalent (CaCl 2) showed reduction in apparent viscosity of up to
19.65% and 12.26% respectively, while addition of trivalent salt (FeCl3) conferred
increased to 10.76% in viscosity, indicating increased stability of the polymer in
presence of salt. Thus, the variation of aeration and agitation speed the fermentation of
residual glycerine from biodiesel by Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103
exerts great influence on the biomass formation, on xanthan production and properties

as: Apparent viscosity, chemical composition, molecular mass and thermal stability.

Keywords: Xanthan Gum, residual glycerin from biodiesel, optimization
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1. INTRODUCAO

Biopolimeros microbianos sdo macromoléculas formadas normalmente por
monossacarideos e derivados &cidos urdnicos, que devido a sua capacidade de formar
solucBes viscosas e géis em meio aquoso sdo também conhecidos como gomas
(MOREIRA et al., 2003). Essa classe de polimero pode exibir propriedade estabilizante,
espessante, coldide protetor, agente de suspensdo e gelificante. Além disso, apresentam
algumas vantagens sobre os polimeros sintéticos, obtidos de vegetais e algas marinhas,
tais como: producdo independente das condic¢des climaticas, possibilidade de utilizacao
de matérias-primas alternativas, maior rapidez na obtencdo, assim como a possibilidade
de modificacdo das propriedades reoldgicas através do controle de parametros do
processo (MAUGERI FILHO, 2001; FARIA, 2002).

A goma xantana € um polimero natural de ampla aplicacdo, produzido por
bactérias fitopatogénicas do género Xanthomonas, sendo Xanthomonas campestris a
espécie mais utilizada. SolucBes aquosas desses biopolimeros apresentam excelentes
propriedades reoldgicas, atribuidas ao seu carater pseudoplastico, além da estabilidade
da viscosidade numa ampla faixa de pH e temperatura (KENNED; BRADSHAW, 1984;
ROSALAM; ENGLAND, 2006; MELO et al., 2011). Este polissacarideo é aplicado
como estabilizante de emulsdes, agente de suspensao e espessante no setor alimenticio,
farmacéutico e de produtos agricolas (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Na industria de
petroleo € utilizado como agente de controle de mobilidade na recuperacdo do 6leo e
lama de perfuracdo de pocos (SUTHERLAND, 2002).

Os maiores produtores de xantana sdo Merck e Pfizer nos Estados Unidos;
Sanofi-EIf, Rhéne Poulenc e Mero-Rousselot-Santia na Franca (PRADELLA, 2006;
GARCIA-OCHOA, 2000). De acordo com Ramos (2011), a producdo mundial é de
cerca de 40.000 toneladas por ano, movimentando um mercado atual de
aproximadamente US$ 270 milhdes, sendo estimado para 2015 US$ 400 milhdes e
80.000 t/ano.

A obtencdo de goma xantana ocorre por cultivo submerso aerobico, a
aproximadamente 28°C e depende da composi¢do do meio, da linhagem utilizada, como
também das condicdes de cultivo e técnicas de alimentacdo. Obtendo-se deste modo
uma variacdo nos rendimentos e na qualidade do polimero, pois essas variaveis
influenciam na estrutura molecular e nas propriedades do biopolimero resultante
(CASAS et al., 2000; GARCIA-OCHOA et al., 2000; ROSALAM; ENGLNG, 2006).
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A massa molecular da goma xantana é 2.000.000 Da (Daltons), mas pode
alcancar de 15 a 30.000.000 Da. Em geral, a estrutura primaria do biopolimero consiste
de uma unidade pentassacaridica composta de D-glicose, residuos de é&cido D-
glucurénico e de manose em uma proporcdo molar de 2:2:1 e proporcdes variaveis de
grupos substituintes de piruvato e acetil. A cadeia principal de goma de xantana é
composta por unidades de D-glucose (B-1, 4) ligada a cadeias laterais trissacaridicas
compostas por unidades de manose (B-1, 4) e de acido glucurénico (B-1, 2) (JANSSON;
KENNE; LINDBERG, 1975; MORENO et al, 1998;. ROSALAM; ENGLAND, 2006).

A estrutura, composicdo e a viscosidade dos polissacarideos microbianos
depender de vérios fatores, tais como a composi¢do do meio de cultura, da fonte de
carbono, da fonte de nitrogénio, sais minerais, do tipo de estirpes de Xanthomonas, e
das condicGes de fermentacao, tais como tempo, temperatura, pH , taxa de concentracédo
de oxigénio e velocidade de agitacao.

A maioria dos métodos para obtencdo de goma xantana comercial utiliza glicose
ou acucar invertido como fonte de carbono (LETISSE, CHEVALLEREAU; SMON,
2001; PAPAGIANNI et al., 2001). Entretanto, a utilizacdo de substratos convencionais
é um fator critico para o custo de producdo do polimero. Assim, outros substratos foram
testados, como sacarose (GARCIA-OCHOA, SANTOS; ALCON, 2004), arroz
hidrolisado, melaco de cana de aclcar (EL-SALAM; FADEL; MURAD, 1994), suco de
coco, amido ndo modificado (ROSALAM; ENGLAND, 2006), acido citrico (JANA;
GHOSH, 1995), residuo de maca (DRUZIAN; PLAGRIARINI, 2007), soro de leite
(BRANDAO et al., 2010), residuo de crustaceos e bivalves P1011100001119 (COSTA
et al., 2010) casca de cacau e cana de agucar (DINIZ; DRUZIAN; AUDIBERT, 2012).

No Brasil e em outros paises, pesquisas vém sendo realizadas enfocando a
triagem de fontes de carbono para a biossintese de produtos por microrganismos,
visando assim, a utilizacdo de residuos em substituicdo as fontes de carbono
convencionais. A utilizacdo de glicerol ja foi testada por alguns autores para conversao
microbiana a produtos como polihidroxibutirato (ZHU et al., 2010); acido clavulanico
(TEODORO et al., 2010); eritropoietina recombinante (CELIK et al., 2008), &cido
citrico (PAPANIKOLAOU et al., 2002; RYWINSKA et al., 2011) e goma xantana
(P10705950-7 BRANDAO; NERY; DRUZIAN, 2009; REIS et al., 2010).

A glicerina é um importante subproduto do processo de obtengdo de biodiesel.
De acordo com Cardona, Posada e Montoya (2007) a cada litro de biodiesel produzido

sdo gerados em torno de 4,53 Kg de glicerina residual. Assim, Da Silva, Mack e
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Contieiro (2009), Albarelli, Santos e Holanda (2011) estimam que entre 2008 e 2013, a
indUstria de biodiesel brasileiro terd um excedente de 70.000 toneladas de glicerina por
ano, gerando, portanto, aumento nas possibilidades de impactos ao meio ambiente.

Neste contexto, a utilizacdo da glicerina residual do biodiesel torna-se uma
alternativa promissora para sintese de goma xantana.

Baseado nas consideragOes expostas, este estudo teve como objetivo investigar
os efeitos das variaveis aeracdo e agitacdo na producdo de goma xantana obtidas por
fermentacdo da glicerina residual do biodiesel, assim como na formacdo de biomassa,
viscosidade aparente da solugdo aquosa, composicdo quimica, massa molecular e na
temperatura inicial de degradacdo térmica dos biopolimeros produzidos. Além disso,
determinar os parametros cinéticos de producéo e avaliar a influéncias de diferentes sais

na viscosidade das solucGes de goma xantana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos das variaveis aeragdo e velocidade de agitacdo na producao
e propriedades das gomas xantanas obtidas da fermentacdo da glicerina residual do

biodiesel (GRB) por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a composi¢do centesimal da GRB utilizada como substrato
alternativo para obtencdo de goma xantana;

e Selecionar o tempo de fermentacdo de GRB por Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103 baseado no seu efeito sobre a producdo e viscosidade
do polimero obtido;

e Estudar os efeitos da aeracdo (X1) e velocidade de agitacdo (X2) na producao,
de goma xantana, formacdo de biomassa, viscosidade aparente das solucbes
aquosa, composicdo quimica em termos de glicose, manose, &cido glucurdnico e
acido piravico, assim como na massa molecular e estabilidade térmica dos
biopolimeros obtidos da fermentacdo de GRB por Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103;

e Determinar, quando possivel, a combinacdo 6tima da variavel aeracdo (X1) e
velocidade de agitacdo (X2) para maximizar a producdo e propriedades das
gomas xantana obtidas da fermentagdo de GRB por Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103;

e Avaliar os parametros cinéticos de producdo de goma xantana no ponto 6timo;

e Avaliar a influéncia da adicdo de diferentes tipos e concentracdes de sais na

viscosidade aparente dos biopolimeros obtidos no ponto 6timo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polissacarideos microbianos

A maior parte dos carboidratos disponiveis na natureza estd na forma de
polissacarideos solluveis em agua. Estes podem ser extraidos de raizes, caules e
sementes de vegetais (amido e inulina), estrutura celular de tecidos vegetais terrestre
(pectina, carragenas) e de algas marinhas (agar e alginato) (TONELI; MURR; PARK,
2005).

Os polissacarideos microbianos sdo macromoléculas produzidas por fungos,
bactérias e leveduras constituidos por monossacarideos e derivados de acidos
(SUTHERLAND, 1982). Eles podem ser classificados como: homopolissacarideos,
compostos apenas por um tipo de monossacarideo (exemplo: dextrana e pululana) e os
heteropolissacarideos, compostos por dois ou mais monossacarideos com ou sem
ramificacbes (exemplo: gelana e xantana) (LAWS; GU; MARSHALL, 2001;
MONSAN et al., 2001). Além dessa classificagdo, os biopolimeros podem ser divididos
quanto a sua localizacdo morfoldgica, podendo ser: intracelular, quando aparece
localizado no interior da célula ou como parte da membrana citoplasmaética e
armazenam diferentes formas de carbono; da parede celular, quando formado como
parte estrutural da célula; e extracelular, quando estdo associados a superficie celular ou
sdo secretados no meio extracelular (SUTHERLAND, 1982). As pesquisas visando a
aplicacdo industrial estdo concentradas nos polissacarideos extracelulares (EPS), pois
resultam em processos de extracdo e purificacdo mais simples e produtividade mais
elevada (DRUZIAN, 2000).

A importancia dos EPS nas células inclui: proteger o microrganismo contra
dessecacdo; servir de barreira, impedindo ataque de virus e anticorpos que se ligam aos
sitios especificos da parede celular; acoplar e neutralizar toxinas carregadas ou ions
metalicos toxicos; atuar como fonte de carbono e energia, além de interagir com células
de outras espécies em relacdes especificas, simbidticas ou patogénicas (PACE, 1991).

Os polissacarideos microbianos por apresentarem propriedades similares aos de
origem animal e vegetal, destacam-se como uma alternativa viavel. Em alguns casos,
tornam-se mais vantajosos, por possuirem propriedades especificas como elevada

viscosidade, estabilidade térmica, elevada massa molecular, entre outras; por nao
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dependerem de condigBes climaticas, fatores quimicos e fisicos do ambiente; e por
serem menos suscetiveis a variabilidade na sua qualidade, uma vez que sua producdo
pode ser controlada (VENDRUSCOLO, 1995; GARCIA-OCHOA; CASAS; GOMEZ,
2000; MAUGERI FILHO, 2001). Aléem disso, sua producdo, ao contrario dos
polissacarideos de origem vegetal e animal, independe de instabilidades politicas das
regides produtoras, estando, portanto, menos susceptiveis a escassez e alta de precos
(SOUZA, GARCIA-CRUZ, 2004).

Os polissacarideos microbianos sdo materiais renovaveis, biodegradaveis,
geralmente atoxicos e com propriedades reoldgicas especificas. Portanto, sdo de grande
aplicabilidade industrial em substituicdo aos polissacarideos convencionais (FREITAS
et al., 2009). A potencialidade de uso abrange as industrias de alimentos, farmacos,
tintas, defensivos agricolas e outros, podendo ser aplicado como agentes espessantes,
estabilizantes, gelificantes, emulsionantes, coagulantes e formadores de filmes (MAIA;
PORTE; SOUZA, 2000; BOZA, 2002; ARAUJO; ALVES, 2003; CUNHA et al., 2004;
GOMEZ et al., 2007).

Os exopolissacarideos microbianos apresentam alto peso molecular e sédo
constituidos por monossacarideos aniénicos, neutros e catidnicos ou seus derivados,
unidos entre si por ligacbes glicosidicas; contendo, frequentemente, grupos laterais
(acetato, piruvato, succinato, componentes lipidicos, nitrogénio orgéanico ou ions
inorganicos). O grau de substituicdo nestes grupos laterais exerce grande influéncia nas
propriedades dos polimeros (PACE, 1991; SUTHERLAND, 1993).

Diversas bactérias sdo isoladas e cultivadas para a producdo comercial de
biopolimeros para serem aplicados como aditivos em diversos setores tais como: goma
Xantana, produzida pela bactéria Xanthomonas e aplicada principalmente como
espessante e estabilizante em alimentos, tintas, farmacos e cosméticos; gelana, obtida de
Sphingomonas paucimobilis, aplicada como gelificante em alimentos; curdlana, obtida
de Alcaligenes faecalis var. Myxogenes, aplicada como modificador de textura, agente
de viscosidade e em alimentos de baixa caloria; dextrana, produzida por Leuconostoc
mesenteroides para ser aplicada como agente de viscosidade em alimentos e
hipocolesterolémico; levana, produzida por Zimomona mobilis e aplicada como
espessante e estabilizantes em alimentos, bem como imonumodulador e
anticarcinogénico; succinoglucanas, obtidas Rhizobium meliloti e Agrobacterium
radiobacter, sendo utilizada em alimentos como gelificante e farmacos como

imobilizador; Alginatos, produzidos por Pseudomonas e Azobacter, normalmente

6



Capitulo 3 — Reviséo bibliografica

utilizado como matriz imobilizadora de células e enzimas; por fim o acido hialurénico,
sintetizado por alguns Streptococcus, sendo utilizado em cosméticos como hidratante
(KUMAR; MODY; JHA, 2007; PIERMARIA; CANAL; ABRAHAM, 2008; SINGH;
SAINI; KENNEDY, 2008)

3.2 Xanthomonas sp.

Xanthomonas sdo bactérias pertencentes a familia Pseudomonaceae.
Microrganismos deste género sdo fitopatogénicos responsaveis por causar podridao
negra em cruciferas (Figura 1), com excecdo da Xanthomonas maltophilia que €
patégeno humano (HOLT et al., 1994; ESGALHADO et al., 1995; CROSSMAN et al.,
2004).

As bactérias Xanthomonas campestris apresentam morfologia de bastonetes
delgados (0,4 - 0,7um de largura e 0,7 — 1,8um de comprimento), Gram-negativas,
catalase positiva, oxidase negativas e moveis por Unico flagelo (1,7 - 3um de
comprimento). Suas colbnias s8o normalmente amarelas, devido a presenca de
xantomonadinas; lisas e viscosas (GARCIA-OCHOA, 2000).

Figura 1. Imagem de microscopia eletrénica de Xanthomonas campestres (GUEVARA,
DEBROT, 1984) (A); e laranja com cancros causados por X. axonopodis pv. aurantifolii
(FILHO, 2005) (B).

A maioria dos patovares de X. campestris e outras espécies produzem EPS e sua
producéo esta relacionada com a sua sobrevivéncia na superficie do vegetal hospedeiro,
uma vez que é um ambiente inospito (HAYWARD, 1993). Essas bactérias sdo agentes
causadores da podriddo negra, considerada a doenca mais destrutiva de cruciferas em
todo o mundo. Muitas espécies sdo suscetiveis a infeccdo, incluindo couve, brécolis,
couve-flor e repolho. A podriddo negra ocorre em solos Umidos com temperatura em

torno de 20 a 30°C, as quais sdo comuns em regiOes tropicais e subtropicais
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(MARIANO et al., 2001). A viruléncia da linhagem pode estar mais relacionada com a
viscosidade produzida pelo polissacarideo do que com a quantidade de goma produzida
durante a infestacdo (FUKUI; ARIAS; ALVAREZ, 1994).

As linhagens utilizadas para a producdo de goma xantana sdo selecionadas e
cultivadas por meétodos convencionais. Contudo, modificacdes genéticas induzidas
podem levar a melhorias nas propriedades requeridas para aplicagdes de recuperacéo de
cepa ou suplementacdo do meio, ou ainda aumentar a producédo, reduzir o tempo de
fermentacdo e simplificar a recuperacdo e purificacdo da goma xantana (ROSALAM,;
ENGLAND, 2006).

3.3 Goma xantana

As gomas sdo substancias poliméricas que mesmo em baixas concentracfes sdo
capazes de formar solucbes aquosas altamente viscosas. Industrialmente classificam-se
em trés grupos: naturais, modificadas ou semi-sintética e sintéticas (GLICKSMAN,
1979; FENTANES, 1985). As gomas naturais podem ser obtidas de exsudatos de
arvores, sementes, algas ou por fermentacdo, enquanto as modificadas sdo derivadas de
polissacarideos, como a celulose. Maiores detalhes sobre tipos e origem destas gomas

estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo das gomas industriais quanto ao tipo e origem.

Tipo Origem Gomas
Exsudato de plantas Arabica, alcatira, caraia, etc
Extrato de plantas Pectina

Naturais

Sementes

Algas marinhas
Tubérculos

Gomas microbianas

Guar, alfarroba e tamarindo
Agar, alginato e carragena
Amidos

Xantana, dextrana, gelana, etc.

Modificadas ou
semi-sintéticas

Celulose

Extrato (animal)

Amido

Carboximetilcelulose, metilcelulose e
hidroxietilcelulose.
Derivado hidrossoltvel de quitina

Dextrina, xantano de amilose e
hidroxietilamido.

Sintéticas

Derivadas da
petroquimica.

Alcool polivinilico, sal de acido poliacrilico,
policarboxivinil, etc.

Fonte: (GLICKSMAN, 1979; FENTANES, 1985).
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A goma xantana é um polissacarideo natural produzido biotecnologicamente por
bactérias do género Xanthomonas e um importante biopolimeros industrial (HUBLIK,
2012). A descoberta desse polimero partiu de um programa de busca sistémica iniciada
pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. O biopolimero foi descoberto
em 1950 nos laboratdrios de Pesquisa Regionais do Norte (NRRL) (MORRIS (1984).
Em 1960 ocorreu a primeira produgdo em escala industrial e em 1969 a FDA (Food and
Drug Administration) aprovou para aplicacdo como estabilizante, emulsificante e
espessante em alimentos (ROCKS, 1971). Desde 1990 sdo mais de 2000 patentes
incluidas no Derwent World Patents Index (BORN; LANGENDORFF;
BOULENGUER, 2002). Segundo Lima et al. (2001) e Pradella (2006), no Brasil, a
adicdo da goma xantana em alimentos é permitida desde 1965, pelo Decreto de Lei n°
55.871, da Legislacdo Brasileira de Alimentos.

Comercialmente é o polissacarideo microbiano mais utilizado, com producéo
mundial anual de 30.000 toneladas, movimentando um mercado de aproximadamente
408 milhdes de dolares. As principais industrias produtoras sdo Kelco (EUA), Rhone-
Poulenc (Franca), Pfizer (EUA) e Mero-Rousselot-Santia (Franga) (CANILHA et al.,
2006). Acredita-se atualmente que o volume de producdo ultrapassa o valor estimado
em 2006, sendo o maior produtor o Grupo Fufeng (China) (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2011).

A xantana € um polimero de elevado interesse principalmente para as industrias
de alimentos, farmacéutica e petroquimica devido a suas propriedades fisico-quimicas,
que superam todos os outros polissacarideos disponiveis no mercado. Dentre estas
propriedades, destaca-se a elevada viscosidade em baixas concentracdes (0,05-1,0%),
devido a sua estrutura ramificada e alta massa molecular, bem como estabilidade em
ampla faixa de temperatura (0 a 100°C) e pH (1 a 13) (DIAZ; VENDRUSCOLO;
VENDRUSCOLO, 2004; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

3.3.1 Composicdo da goma xantana e estrutura

Para caracterizar o biopolimero goma xantana, diferentes pardmetros podem ser
levados em considera¢do, como estrutura quimica, comportamento reolégico, teor de
acucares e acidos e massa molecular (BORN; LANGENDORFF; BOULENGUER,

2002), além, de caracterizagdo térmica.
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A composicdo dos polissacarideos microbianos € limitada a um nimero pequeno
de monossacarideos e outros componentes, principalmente grupamentos de acetila e
piruvato, que estdo relacionados a viscosidade das solucBes aquosas destes polimeros.
Porém, a composicdo pode gerar diversidade nas propriedades fisicas. Alguns destes
polimeros produzem solugbes altamente viscosas, e outros, que com adicdo de sais,
podem formar géis semelhantes ao agar (SOUW; DEMAIN, 1979; CRESCENZI,
1995).

De acordo com Garcia-Ochoa et al. (2000), a goma xantana é um
heteropolissacarideo, cuja unidade basica repetidora € um pentassacarideo, constituido
por duas unidades de glicose, duas unidades de manose, uma de acido glucurénico e

possiveis grupos piruvato e acetil, conforme mostrado na Figura 2.

Glicose Glicose

g OH n o#

Manose

Manose

0 CHy

Acido Glucurdnico

Figura 2. Estrutura do exopolissacarideo goma xantana (MOOSAVI-NASAB,;
SHEKARIPOUR; ALIPOOR, 2009).

A cadeia principal consiste em unidades de B-D-glucose com ligagbes nas
posicdes 1 e 4. O trissacarideo que constitui a cadeia lateral contém uma unidade de
acido D-glucurénico entre duas unidades de D-manose ligadas na posicdo O-3 de
residuos de glicose da cadeia principal. Aproximadamente metade dos residuos de D-
manose terminais contém uma unidade de &cido piravico ligado, com distribuicdo
indeterminada. A unidade D-manose ligada a cadeia principal contém um grupo acetil
na posicdo O-6. A presencga dos grupos piruvato e acetil torna o polissacarideo do tipo
aniénico (SUTHERLAND et al., 1992; GARCIA-OCHOA et al., 2000; PORTILHO,
2002).
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A cadeia lateral e o carater i6nico, conferido pela presenca de grupamentos acetil
e piruvato na molécula de xantana, aumentam a sua hidratacéo e conferem tonicidade a
Xantana e ainda estdo relacionados a conformacdo molecular. A massa molecular deste
polimero varia de 2 a 30x10° Da, mas pode variar dependendo do processo fermentativo
e da linhagem de Xanthomonas utilizada (MISAKI, 1993).

A estrutura secundaria da goma xantana depende das condic¢des sob as quais a
molécula é caracterizada, podendo estar na conformacao ordenada ou desordenada. A
conformacdo ordenada pode ser nativa ou renaturada; ndo ha consenso sobre a
existéncia de relacdo entre a atividade da conformagé&o e o tipo de estrutura verificada.
A forma nativa estd presente em temperaturas abaixo do ponto de transicdo
conformacional da molécula, que depende da forca idnica do meio em que a xantana
estd dissolvida. A transi¢do conformacional “ordem-desordem” ¢é direcionada pela
ocorréncia de temperaturas acima do ponto de transicdo e/ou redugdo da forga ionica.
Ambas as disposi¢cGes das moléculas, nativa ou renaturada dependem dos mesmos
fatores (BORN; LANGENDORFF; BOULENGUER, 2002).

O conhecimento da composicdo quimica da xantana é fundamental para sua
funcionalidade e aplicacdo. As gomas de interesse comercial devem ser capazes de
formar estruturas secundérias, terciarias e, as vezes quaternarias em meio aquoso.
Portanto, a estrutura priméria deve ter configuracdo que favoreca estes arranjos. Além
disso, é possivel, através de manipulacbes genéticas, identificar o gene, alterar a grau de
acetilacdo e aumentar o grau de piruvatacdo em 45% para obter melhores rendimentos
de polimero (LIMA et al., 2001; MAUGERI, 2001). A xantana também pode ter sua
composicdo quimica modificada através de reacdes de desacetilacdo, via tratamento
térmico (SILVEIRA et al., 2008) ou hidrolise alcalina (PINTO, 2005). A modificacdo

visa melhorar as propriedades das xantana e potencializar seu comportamento reolégico.

3.3.2 Biossintese

A compreensdo bioquimica do processo fermentativo € importante para auxiliar
no seu controle e otimizacdo (LOOIJESTEIJN et al., 2001). A biossintese deste
polimero € complexa e se inicia com a producdo de precursores UDP-glicose, UDP-
acido glucurdnico e GDP-manose a partir da conversdo de agucares simples para

precursores derivados de agUcares nucleotideos. As subunidades de pentassacarideos
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sdo fixadas no interior da membrana portadora de fosfato poliprenol e a adi¢cdo de
grupos acetil e piruvato ocorrem durante a polimerizagdo de unidades repetidoras e
secre¢cdo do polimero (HARDING; CLEARY; IELPI, 1995). A etapa final da
biossintese ocorre quando a goma é excretada para o meio extracelular (ROSEIRO;
GIRIO; KARA, 1993). Cada etapa requer uma série de enzimas e substratos especificos.
A auséncia de um ou do outro inibe a sintese do polissacarideo. No caso das
Xanthomonas campestris enzimas da membrana formam a molécula aceptora do

polimero (SILVA et al., 2001) (Figura 3).

glicose I
glicose

ATP pf iz ‘\,’«?P glicose-fd fato
glicose-Yosfato
umMP
lipidio-
L.y wpw PP-gli DP-gu >
Lipidio-P

lipidio-
Lipidio-P-P PP-gli-gli
4
XANTANA <
N PIR GDP-Man
lipidio-gli-gli-Man-gliA-Man GDP
3 Ipidio-
Pi 4- PP-gli-gli-Man
PEP
lipidio-gli-gli-Man-gliA-NMan C LDP-gliA
UDP
GDP lipidio-PP-gli-gli-Man-gliA
GDP-Man

Figura 3. Rotas bioquimicas para sintese de goma xantana. Adaptado de Rosalam;
England (2006).

Segundo Vashitz; Sheintuch (1991) a sintese do biopolimero ndo é um processo
simplesmente associado ao crescimento da célula, mas é interdependente do balanco
energético e da formacdo de metabdlitos celulares. Assim, a conversdo da glicose via
ciclo tricarboxilico compete com a conversao da glicose para sintese da goma xantana
(SHU; YANG, 1990).

As etapas de polimerizagdo e o estagio final da secre¢cdo do polimero a partir da
membrana plasmatica, assim como a excregdo extracelular, ainda ndo foram
completamente elucidados. De acordo com Sutherland (2001) primeiro ocorre a
polimerizagdo no interior da célula e depois, a secre¢do no exterior. J& Koplin et al.
(1992) acreditam que as unidades pentassacaridicas sdo secretadas no exterior da célula

e entdo polimerizadas.
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Uma qualidade interessante na producdo industrial de goma xantana é a
versatilidade nutricional da Xanthomonas campestris, a qual pode utilizar diferentes
substratos, porém com o inconveniente de varia¢6es, principalmente da massa molar da
goma sintetizada, interferindo nas qualidades reoldgicas e na qualidade do biopolimero
(SUTHERLAND, 1993).

3.3.3 Processo fermentativo

A obtengdo de goma xantana ocorre por cultivo aerdbico, a aproximadamente
28°C e depende da composicdo do meio, linhagens e das condic¢des de fermentacgéo, tais
como: temperatura, pH, velocidade de agitacdo, concentracdo inicial de nitrogénio e
técnicas de alimentacdo, resultando em varia¢fes nos rendimentos e na qualidade do
polimero produzido (CASAS et al., 2000; GARCIA_OCHOA et al., 2000; ROSALAM;
ENGLAND, 2006).

O processo fermentativo pode ser realizado utilizando substratos solidos ou em
meio liquido. A fermentacdo liquida em cultivo submerso é a mais comumente utilizada
por ser de fécil controle, facil esterilizacdo do meio, aeracdo estéril menos dispendiosa e
por facilitar as trocas metabdlicas, devido maior contato com superficie bacteriana
(REGULY, 2000).

O meio de cultura consiste geralmente de 2 a 4% de glicose ou sacarose como
fonte de carbono convencional, 0,05 a 0,1% de fonte de nitrogénio (extrato de levedura,
peptona, nitrato de aménio ou ureia), além de fosforo e tracos de outros minerais. A
sintese do polimero ocorre, principalmente ao cessar o crescimento microbiano,
podendo atingir, em escala industrial, producdo final de 20 a 30 g.L™, com rendimento
de 50 a 70% e produtividade de 0,5 g.L™.h"* (MAUGERI, 2001; LIMA et al., 2001).

A relagdo carbono: nitrogénio (C:N) no meio fermentativo também influencia a
producdo de goma xantana. Uma elevada concentracdo de nitrogénio é necesséaria para
um rapido crescimento celular. Entretanto, elevadas concentracdes de nitrogénio levam
a produgdo de goma xantana com propriedades reoldgicas inadequadas e meios
contendo elevado teor de fonte de carbono e baixo teor de nitrogénio favorece o
acumulo de goma xantana (NITSCHKE et al., 2001). Além disso, Garcia-Ochoa et al.
(2000) verificaram, que meios de cultivos ricos em nitrogénio, fésforo e magnésio
influenciam no crescimento, enquanto meios ricos em fésforo e enxofre influenciam na

producdo de goma xantana. Casas et al. (2000) observaram, porém, que a concentragdo
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de nitrogénio exerce influéncia no aumento da biomassa, primeiramente de modo
proporcional ao aumento da concentracdo de nitrogénio, chegando a um maximo
quando utilizados 1,14 g.L™' de NHsNOs. A partir dessa concentracdo ocorre um
decréscimo na producdo de biomassa, sem efeito na producdo de goma xantana.

A obtencdo de goma xantana pode ser efetuada por processo descontinuo ou
processo continuo. No processo descontinuo (batelada) o in6culo com as bactérias é
adicionado ao meio esterilizado, contendo os substratos para o desenvolvimento dos
microrganismos, e por fim, sdo fornecidas as condi¢cfes para que as reacGes ocorram.
No decorrer do processo fermentativo nada é adicionado, exceto oxigénio, no caso de
processos aerobicos, antiespumante, e &cido ou base para controle de pH (SATO, 2001).
A0 passo que, no sistema continuo, inicia-se com um processo descontinuo, no qual
ocorre a etapa de inoculacdo, e a partir de um determinado periodo a operacdo segue
adicionando-se continuadamente o meio esterilizado contendo o substrato. Nesse
processo os produtos de reacdo sédo removidos sem a interrupgdo do processo. Em escala
laboratorial a fermentacdo para obtencdo de goma xantana pode ser realizada em
agitadores orbitais (Shakers) ou em biorreatores por processo descontinuo. Nos
agitadores orbitais apenas pode-se controlar a temperatura, o tempo e a velocidade de
agitacdo, enquanto que em biorreator o controle € mais rigoroso sendo possivel
monitorar outros parametros como pH e concentracdo de oxigénio dissolvido (TAIT;
SUTHERLAND; CLARKE-STURMAN, 1986).

A fermentacdo em batelada para a producdo de xantana exibe uma cinética tipica
para metabolito secundario (PACE; RIGHELATO, 1981. Durante a fermentacdo da
glicose pela Xanthomonas campestris, duas fases distintas podem ocorrer: a tropofase,
na qual ocorre rapido crescimento celular com pouca formacdo de biopolimero, e a
idiofase, quando pouco crescimento celular é observado e mais de 50% do polimero é
sintetizado (SHU; YANG, 1990; UMA SHANKAR et al., 1996).

Faria et al. (2009) compararam diferentes condicOes de producdo (batelada
simples a 28°C, em meio contendo 27 g.L™ de sacarose) em agitador orbital (150 rpm,
60h) e em biorreator (800 rpm e 24h). Os autores relatam melhores resultados de
producdo e produtividade de goma xantana em biorreator (19 g.L™* e 0,63 g.g™) do que
em agitador orbital (9 g.L™" e 0,34 g.g™).

Psomas; Liakopoulou-Kyriakides; Kyriakidis (2007) avaliaram as condigdes
operacionais em biorreator (batelada simples) com tempo de fermentacdo variando de

24 a72 h, velocidade de agitagcdo de 100 a 600 rpm, temperatura de 25 a 35°C e aeragéo
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de 1,0 vvm. Os autores obtiveram melhor producdo de goma xantana a partir de glicose
por Xanthomonas campestris ATCC 33913 a 600 rpm e 30°C por 72 horas. Casas,
Santos e Garcia-Ochoa (2000) avaliaram a producdo de xantana a partir de glicose por
Xanthomonas campestris NRRL-B (1459), em biorreator (batelada simples) a 1,0 vvm
de aeracdo e diferentes velocidades de agitacdo (100, 300, 500 e 800 rpm). Segundo
esses autores, o crescimento de biomassa e a producéo de xantana foram maximas com
velocidade de agitacédo fixada em 500 rpm.

Processos fermentativos com elevado niveis de agitacdo favorecem o aumento
da producéo de goma xantana, bem como o crescimento celular. Em baixas velocidades
ocorrem limitagdes na transferéncia de oxigénio resultando em baixas productes e
polimeros com baixa massa molar. Os efeitos benéficos do aumento da agitacdo esta
relacionado ao aumento da transferéncia de nutrientes e oxigénio do meio para
microrganismo, o que favorece a formacdo de goma xantana (PAPAGIANNI et al.,
2001). Peters et al. (1989) utilizaram baixas velocidades de agitacdo para fermentacao
em batelada e obtiveram uma producdo de goma xantana significativamente menor do
que as obtidas em altas velocidades. Papagianni et al. (2001) observaram que o0 aumento
da agitacdo resultou em maiores producgdes de xantana e biomassa, com acréscimo de
100% ao aumentar a agitagéo de 100 para 600 rpm.

Casas, Santos e Garcia-Ochoa (2000) em seus trabalhos, usaram altas velocidades
de agitacdo (800 rpm) e observaram pouco crescimento celular e baixa producdo de
xantana, provavelmente causados por danos celular devido ao estresse hidrodinamico.
Os testes em baixas velocidades (100 rpm) também apresentaram baixa producdo e
crescimento celular, associadas a limitacdo na transferéncia de oxigénio. Os autores
ainda relatam que, além de baixas producles, agitacbes muito elevadas causam
decréscimo na massa molecular média e nos parametros reoldgicos.

Recomenda-se uma faixa de oxigenacdo em torno de 1,5 a 3,5 vwvm e uma boa
aeracdo para que se obtenha uma boa producdo de goma xantana com elevada
viscosidade (WOICIECHOWSKI, 2001).

Tait, Sutherland e Clarke-Sturman (1986) concluiram que os teores de acetato e
piruvato da goma xantana foram influenciados pelo esgotamento de amonia. Nessas
condigBes o polimero formado continha menos piruvil (2,2%) e mais acetil (4,4%).
Peters e colaboradores (1989) demonstraram que existe forte relacdo entre a demanda de

oxigénio e o teor de piruvato.
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As temperaturas empregadas para a producdo de goma xantana variam de 25 a 34°C.
A temperatura 6tima para a produgdo de xantana depende do meio de produgdo utilizado,
sendo esta de 28°C para 0 meio otimizado por Garcia-Ochoa et al. (2000). Segundo Casas,
Santos e Garcia-Ochoa (2000) com uso de temperaturas entre 25 e 28°C obtém-se maior
teor de acetil do que em temperaturas compreendidas entre 31 e 34°C. Além disso, com
aumento da temperatura de cultivo ocorre também o decréscimo da massa molecular do
polimero.

Alguns estudos apontam o pH neutro como Otimo para o crescimento da
Xanthomonas campestris, sendo que este decresce para proximo de 5,0 durante a
producdo da xantana, devido aos grupos &cidos presentes no biopolimero. Um estudo
dos efeitos do pH mostrou que seu controle melhora o crescimento celular, mas ndo tem
efeito sobre a producdo da goma xantana (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Papagianni
et al. (2001), verificaram que o pH do meio de cultura aumentou durante a fermentacéo
em biorreator, quando foi variada a velocidade de agitacdo, alcancando um méximo de
9,5, quando utilizado 600 rpm.

Esgalhado et al. (1995) avaliaram o pH e a temperatura para o crescimento e
producdo de goma xantana por Xanthomonas campestris. O pH entre 6,0-7,0 e a
temperatura entre 25-27°C foram oOtimas para o crescimento. Enquanto que para a
producdo de goma xantana e viscosidade do polimero, o pH e a temperatura 6tima
situou-se entre 7,8-8,0 e 30°C, respectivamente.

Planejamentos estatisticos experimentais tém sido usados por muitas décadas e
podem ser adotados em vérias etapas como uma estratégia de otimizacdo, como 0s
experimentos de triagem ou de busca de condi¢des ideais para uma resposta especifica
(LEE; GILMORE, 2005; NAWANI; KAPADNIS, 2005). Algumas das escolhas para
aplicacdo de modelos estatisticos para bioprocessamento incluem o modelo de Plackett-
Burman (LIU et al., 2003) e a metodologia de superficie de resposta com varios
modelos (ABDEL-FATTAH; OLAMA, 2002; TANYILDIZI; OZER; ELIBOL, 2005).
A metodologia de superficie de resposta é um sistema de modelagem empirica que
avalia a relacdo entre um grupo de variaveis, que podem ser controlados
experimentalmente, e a resposta observada. Esta metodologia esta sendo muita usada na
otimizag&o de processos fermentativos. E um modelo fatorial, onde gréficos de contorno
sdo gerados por efeitos linear ou quadratico de varidveis chaves, e a equacdo modelo €
derivada com o ajuste dos dados experimentais e a resposta Otima do sistema €
calculada (CAZETTA et al., 2005).
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3.3.3.1 Indbculo

Consiste na etapa de preparacdo de uma populacdo de microrganismos a partir
de uma cultura estoque a fim de se obter células fisiologicamente adequadas para a
etapa de producdo (HUNT; STIEBER, 1986).

Um indéculo em condi¢bes adequadas, ou seja, na qualidade e concentracdo
corretas conduz a 6timo crescimento microbiano e a bons resultados na fermentacao.
Hunt e Stieber (1986) constataram que o aumenta da concentracdo celular de
Pseudomonas denitrificans levou a diminuicdo na produtividade da vitamina Biy.
Nampoothiri et al. (2003) mostraram que a producdo de goma gelana é influenciada
pela idade celular. Indculos preparados entre 8 a 24 horas foram transferidos para meios
de fermentacdo. O méximo rendimento de gelana foi obtido com uso do indculo
conduzido em 20 horas.

Na obtencdo de goma xantana, a etapa do indculo visa aumentar a concentracéo
de células, limitando a producdo de goma xantana, pois o polimero liberado no meio
envolve as células dificultando a transferéncia de nutrientes e oxigénio para 0s
microrganismos (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

3.3.3.2 Utilizacao de substratos alternativos como meio fermentativo

Na produgdo de goma xantana em larga escala, a glicose € considerada como
substrato mais adequado para obter elevadas producbes e melhor qualidade reoldgica
(PAPAGIANNI et al, 2001; ROSALAM; ENGLAND, 2006). No entanto, seu elevado
preco de mercado e a crescente demanda sugerem que a glicose ndo seja
economicamente vidvel como matéria prima. Neste sentido, outras fontes de carbono
vém sendo testadas, como sacarose (GARCIA-OCHOA, SANTOS; ALCON, 2004),
que apresenta o0 inconveniente de concorrer com o0 setor alimenticio e residuos
agroindustriais de baixo custo como hidrolisado de arroz, melaco de cana de agUcar
(EL-SALAM; FADEL; MURAD, 1994), melagco de aclUcar de beterraba
(KALOGIANNIS et al., 2003), suco de coco, amido ndo modificado (ROSALAM,;
ENGLAND, 2006), extrato de tdmaras (MOOSAVI-NASAB; SHEKARIPOUR;
ALIPOOR, 2009), acido citrico (JANA; GHOSH, 1995), soro de queijo (FORNARI,
2006), residuo de suco de macd (DRUZIAN; PAGLIARINI, 2007), soro de leite
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(NITSCHKE et al., 2001; NERY et al, 2008), residuo de crustaceos e bivalves
P1011100001119 (COSTA et al., 2010), soro de mandioca (BRANDAO et al., 2010),
glicerina (P10705950-7 BRANDAO; NERY; DRUZIAN, 2009; REIS et al., 2010) casca
de cacau (DINIZ; DRUZIAN; AUDIBERT, 2012).

O glicerol é um subproduto da cadeia do biodiesel, que surgiu mundialmente
como uma alternativa promissora aos combustiveis minerais, derivados do petréleo e
sua producdo se encontra em constante aumento em todo o mundo, inclusive no Brasil.
Sua obtencdo mais comum ocorre a partir da transesterificacdo de 6leos vegetais ou
gorduras animais com alcoois por meio de catalise alcalina ou acida (SALAMATINIA;
MOOTABADI; ABADULLAH, 2010) (Figura 4). Durante este processo, 0s esteres
metilicos sdo separados conforme o produto desejado, enquanto a glicerina é separada
como sub-produto. A glicerina bruta, normalmente é gerada na razdo de um mol para

cada trés moles de ésteres metilicos produzidos (MELERO et al., 2012).

43,5 Kg 43,5 Kg
Oleo vegetal ou % / Biodiesel

animal (éster metilico)

Transesterificacao

45 Kg

4,5 Kg 5K
Metanol % Q::} Glicerina

bruta

Triglicerideos + CH;O0H <«  Diglicerideos + RICOOCH;
Diglicerideos + CH;OH < Monoglicerideo + RZCOOCH; Biodiesel

Monoglicerideo + CH;OH <« Glicerol + R3COOCH;
R1, R2 e R3 sao hidrocarbonetos de cadeia contendo de 15 a 21 carbonos

Figura 4. Formagdo de glicerina bruta durante o processo de transesterificagao.
Adaptado de Ayoub e Abdullah (2012).

A glicerina é o maior co-produto do processo de obtencdo do biodiesel. Em geral,
aproximadamente 4,53 Kg de glicerina bruta séo gerados para cada 45,3 Kg de biodiesel
produzido (CARDONA; POSADA; MONTOYA, 2007).

Atualmente, os Estados Unidos é o maior produtor de biodiesel do mundo,
seguido da Alemanhd e Brasil (CELULOSE ONLINE, 2013). O consumo anual de
biodiesel nos Estados Unidos era de 15 bilhdes de litros em 2006. Contudo a producdo
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vem crescendo a uma taxa de 30 — 50% por ano, atingindo um valor de 30 bilhdes de
litros no final de 2012 (USEPA, 2007). De acordo com o relatorio da National Biodiesel
Board, havia 105 usinas de biodiesel em operagédo nos estados Unidos em 2007 e outras
77 em fase de planejamento, a expectativa de producéo de biodiesel nos estados Unidos
sera superior a 9,5 bilhdes de litros. De acordo com Ayoub e Abdullah (2012) para este
nivel de producdo de biodiesel, gera-se cerca de 1,2 milhGes de toneladas de glicerina
bruta. Neste contexto, estima-se que, entre 2008 e 2013, a industria de biodiesel do
Brasil tera produzido glicerina na ordem de 80.000 — 150.000 toneladas por ano (DA
SILVA et al., 2009; ALBARELLI; SANTOS; HOLANDA, 2011). Porém,
mundialmente o mercado do biodiesel alcancara em torno de 37 bilhGes de galGes até
2016 e 4 bilhdes de galdes de glicerina bruta serdo produzidas (ANAND; SAXENA,
2011). Como a demanda e a producdo de biodiesel cresce exponencialmente, a
utilizacdo deste residuo torna-se indispensavel.

A glicerina oriunda do biodiesel tem elevado teor de impurezas e o custo para sua
purificacdo inviabiliza a utilizacdo em industrias de cosmético, alimentos e farmacéutica
(THOMPSON; He, 2006; CELIK et al., 2008). Por isso, torna-se importante
desenvolver novas aplicagdes para a glicerina residual do biodiesel (bruta ou loira) e/ou
purificada visando atenuar os possiveis impactos causados pela crescente producdo de
biodiesel (LIMA, 2001). De acordo com Johnson e Taconi (2007); Da Silva; Mack e
Contieiro (2009) uma alternativa promissora para este subproduto € a conversdo
microbiana por processos biotecnoldgicos em produtos de valor agregado como
polihidroxibutirato (ZHU et al., 2010); &cido clavulanico (TEODORO et al., 2010);
eritropoietina  humana recombinante (CELIK et al., 2008), 4&cido citrico
(PAPANIKOLAOU et al., 2002; RYWINSKA et al., 2011) e produgdo de goma
xantana: Patente brasileira PI0705950-7 (BRANDAO; NERY; DRUZIAN, 2008; REIS
etal., 2010).

A utilizacdo da glicerina bruta como substrato para a producdo da goma xantana
tem uma repercussdo bastante promissora, contribuindo para a diminuicdo dos custos de
producdo do biopolimero, que possui grande aplicacdo industrial e também com a
destinacdo dos residuos gerados. Visando uma maior aplicacdo do biopolimero, foi
desenvolvida e depositada a patente junto ao INPI (Protocolo 011120000069, 2012) que
visa & aplicacdo dessa goma xantana juntamente com a glicerina bruta do biodiesel na

area de fluido de perfuracdo de pocos de petréleo em cotitularidade entre a
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Universidade Federal da Bahia (UFBA) e empresa especializada da area de fluido de

perfuracdo (Empresa Carboflex).

3.3.3.3 Cinética da producéo de xantana

As relagbes cinéticas entre o crescimento e a formagdo de produtos sdo
importantes para determinar 0 modo de operacdo mais econdmico. A velocidade e
eficiéncia de formacdo de biopolimeros sdo influenciadas pela natureza dos fatores
limitantes de crescimento, assim como oxigénio dissolvido, pH e temperatura (PACE,
1991).

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste inicialmente na analise
da evolucéo dos valores de concentracdo iniciais, intermediarios e finais de um ou mais
componentes do sistema de cultivo (substrato, biomassa e produto), em funcdo do
tempo de fermentacdo, permitindo assim os tragados das curvas de ajuste. Escolhe-se
para o estudo cinético o produto de interesse econdémico e o substrato limitante, isto é, o
valor da concentracdo inicial de substrato (S;) que definira a concentragdo maxima da
populacdo microbiana (Xn). No entanto, os métodos comumente utilizados para a
medida da concentracdo celular apresentam uma informagdo muito simples a respeito
do fenbmeno bioldgico (HISS, 2001).

A producdo de goma xantana pode ser descrita por modelos nédo estruturados e
estruturados. O ndo estruturado sdo os modelos cinéticos mais simples para modelar
sistemas microbianos. Estes modelos assumem que todas as células estdo no mesmo
estagio fisioldgico, comportam-se da mesma maneira e 0s componentes celulares sdo
considerados como reagentes ou componentes do sistema (biomassa). Por outro lado, os
modelos cinéticos estruturados consideram que a biomassa é formada por diferentes
componentes (GARCIA-OCHOA; SANTOS; ALCON, 1998). Usualmente, para a
modelagem da producdo de goma, tém sido utilizados os modelos ndo estruturados
(MORAINE; ROGOVIN,1971; DE VUYST et al., 1987; PONS; DUSSAP; GROS,
1990), que n&o consideram em seus equacionamentos todos 0s nutrientes essenciais do
sistema e omitem alguns, como nitrogénio e oxigénio dissolvido. Apesar da
simplicidade dos modelos ndo estruturados em relacdo ao estruturado, é fundamental
que descrevam pelo menos a evolucdo da biomassa, da fonte de carbono, do produto e
frequentemente de outro substrato (GARCIA-OCHOA et al., 1998).
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Os modelos ndo estruturados podem ser classificados em modelos que
consideram o crescimento e a formagéo de produtos dependentes dos nutrientes do meio
e modelos que expressam o crescimento e a formacdo de produtos como uma fungéo
somente da biomassa e sua evolugdo com o tempo (MORAINE; ROGOVIN, 1971;
CADMUS et al., 1978; DE VUYST, 1978).

De acordo com Nitschke et al. (2001) a goma xantana € produzida como
metabolito secundario e atraves da dissociacao de duas fases distintas: a de crescimento,
onde a maior concentragdo de nitrogénio do meio é requerida para o crescimento
celular; e a fase de producédo, na qual a concentragdo de carbono do meio € requerida
para acumulo de produto.

3.3.3.4 Recuperacao e Purificacdo da goma xantana.

As etapas de recuperagdo da goma xantana envolvem a remoc¢do de células
microbianas, precipitacdo, secagem e moagem do biopolimero. O método especifico de
purificacdo a ser utilizado € determinado pelo uso final do polissacarideo (GALINDO,
1994).

Ap06s a fermentacdo o meio fermentado pode ser esterilizado e centrifugado para
separacdo dos microrganismos e para melhorar as caracteristicas da goma em solucao.
Uma vez que as células sdo eliminadas, a goma xantana é precipitada com alcool, ou
sais quaternarios de amonio, ou separada por ultrafiltragdo (LIMA et al., 2001).

A recuperagdo da goma xantana pode ser feita concentrando o meio atraves da
evaporacdo do mosto. Esta técnica € possivel e viavel economicamente, porém
apresenta a desvantagem de resultar em um produto de baixa qualidade, com coloragéo
intensa devido a degradacao dos acucares residuais, e contendo células e compostos nao
metabolizados (SANFORD, 1979a; PACE; RIGHELATO, 1981).

Garcia-Ochoa et al. (2000) propuseram um método de recuperacdo de goma
xantana que envolve etapas de: desativacdo ou lise celular, através de processos
quimicos, mecanicos ou térmicos; remocao de células por filtracdo (se necessario, fazer
diluicdes antes de filtrar); recuperacdo do polimero por precipitagdo com solventes
organicos (etanol, alcool isopropilico, mistura de sais e alcool); separacdo do
precipitado por evaporacdo do solvente e secagem. Segundo Moreira, Pino e
Vendruscolo (2003) e Boza et al. (2004) as células também podem ser eliminadas por

centrifugagéo.

21



Capitulo 3 — Reviséo bibliografica

A recuperacdo por precipitacdo baseia-se no carater polieletrolitico do
polissacarideo por adicdo de cétions (como eletr6lito) mono, e polivalentes, bem como
pela utilizacdo de diversos tipos de solventes (acetona, metanol, etanol, isopropanol, 1-
butanol ou 1,1,1-tricloroetano) como agentes precipitantes (SMITH ; PACE, 1982;
BOZA et al., 2004). Além de precipitacdo, a técnica permite a eliminacdo de
componentes soluveis no solvente (PACE, 1991). A precipitacdo total s6 é possivel
quando sédo adicionados trés partes do solvente para uma do caldo fermentado. A adigéo
de sais na concentracdo adequada também causa precipitacdo (PALANIRAJ, 2011).

Os polimeros, depois de isolados sdo purificados e secos em estufa em baixas
temperaturas (GIAVASIS; HARVEY; MCNEIL, 2000; MOREIRA; PINO;
VENDRUSCOLO, 2003; BOZA et al., 2004) ou liofilizado (GIAVISIS; HARVEY;
MCNEIL, 2000; DILTZ ; ZELLER, 2001). A purificacdo dos biopolimeros pode ser
feita por sucessivas didlises contra agua deionizada (DILTZ ; ZELLER, 2001; CHI ;
ZHAO, 2003), por reprecipitacdo fracionada com solventes (CHI; ZHAO, 2003) ou
com detergentes cationicos, pelo uso de métodos cromatograficos ou ainda com agentes
quimicos ou enzimas que interagem de forma especifica com certos grupos (DRUZIAN,
2000).

Em escala industrial, a etapa de recuperacdo pode ser iniciada com a
pasteurizacdo do caldo fermentado visando desativar as enzimas. Em seguida, utiliza-se
grande quantidade de alcool para precipitar a goma xantana. O precipitado é entdo
pulverizado em spray-drier ou resuspenso em agua e, em seguida, reprecipitado. Para
melhor separacdo das células, a centrifugacdo € facilitada por diluicdo do caldo. O
solvente residual pode ser reciclado apos reconcentracdo e purificacdo em coluna de
destilacio (ROSALAM; ENGLAND, 2006). Em laboratorios, os solventes mais
utilizados séo etanol e a acetona (GODET, 1973).

3.3.4 Propriedades das gomas xantanas

3.3.4.1 Reologia

A reologia é uma ciéncia que esta relacionada a descricdo das propriedades
mecénicas dos varios materiais, sobre inimeras condi¢des de deformacdo, quando eles
exibem a capacidade de escoar e/ou acumular deformacdes reversiveis (NAVARRO,

1997). As propriedades reologicas de interesse em solidos é a elasticidade e nos liquidos
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é a viscosidade, que pode ser interpretada como a resisténcia que um fluido oferece para
escoar ou ainda como a medida da friccdo interna de um fluido (PASQUEL, 1999).

Os fluidos podem ser classificados como Newtonianos ou nao-Newtonianos
conforme seu comportamento. De acordo com Oliveira (2009) a viscosidade de fluido
newtoniano, como agua ou 6leo, depende somente da temperatura (e para alguns, da
pressdo). Neste caso, a deformacéo cresce continua e linearmente, qualquer que seja a
tensdo aplicada e a resisténcia ao escoamento é proporcional a taxa de cisalhamento
(CHEREMISINOFF, 1992). Nos fluidos ndo-newtonianos, a tensdo de cisalhamento é
uma funcgéo néo linear da taxa de deformacéo e depende ainda da temperatura, presséo,
massa molecular, da morfologia das moléculas e do tempo (LOPES, 1989). Dentro dos
fluidos ndo-newtonianos tém-se os pseudoplasticos, no qual a viscosidade diminui com
0 aumento da taxa de cisalhamento (OLIVEIRA, 2009). A classificacdo mais geral dos
fluidos, que leva em consideragdo 0 comportamento da relacdo taxa de
deformacéo/tenséo de cisalhamento, subdivide os fluidos conforme mostra a Figura 5.

Fluidos

Newtoniano Nio-Newtoniano

Inelastico

Viscoelastico

Independente do tempo

Dependente do tempo

Pseudoplastico

Reopéctico —

Tixotropico

Dilatante

Plastico de Bingham

Outros

Figura 5. Classificacdo do comportamento reoldgico de fluidos. Adaptado de Rao;
Steffe (1992).
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A viscosidade de uma solugdo polimérica ¢ uma fungdo do tamanho, forma e
conformagdo que adotam suas moléculas no solvente. Assim sendo, solucBes de
biopolimeros sdo dispersdes ou agregados de moléculas hidratadas, e seu
comportamento reologico é determinado pelo tamanho, forma, facilidade de deformacéo
ou flexibilidade, e presenca de magnitude das cargas elétricas nessas moléculas
hidratadas ou agregadas (BEMILLER; WHISTLER, 1996). As solucbes de
polissacarideos podem exibir comportamento reolégico do tipo pseudoplastico ou
tixotropico (PASQUEL, 1999).

O modelo de Ostwald-de-Waele (Equacdo 1) € o mais usado para descrever o
comportamento pseudoplastico.

1=Ky" (n<1) (Eq. 1)

Hap=T/y =K v ) (Eq. 2)

Onde: K = indice de consisténcia (Pa.s"); t = tensio de cisalhamento (Pa); y =
Taxa de deformacdo (s); n = indice de comportamento de fluxo (adimensional); Hap=
viscosidade aparente.

O primeiro estudo dos efeitos da taxa de cisalhamento, temperatura e
concentracdo na viscosidade da goma xantana foi feito por Shiyan et al. (1992) apud
Xuewu et al. (1996), entretanto, ndo foram propostos modelos reolégicos Uteis para
predizer a taxa de cisalhamento, concentracdo e temperatura apropriadas para a
preparacdo de solucdes de goma xantana com viscosidade que permitem a manipulacdo
industrial. Assim, Xuewu e colaboradores (1996) desenvolveram um modelo que
descreve os efeitos da temperatura e concentracdo na viscosidade da xantana e
verificaram que além desses dois parametros a viscosidade pode ser afetada por fatores
como: pH, solidos insollveis e substancias i6nicas.

A goma xantana € extremamente pseudoplastica, ou seja, a viscosidade diminui
com o0 aumento da taxa de deformacdo do fluido devido a desarticulagdo da rede de
polimero e ao alinhamento parcial das macromoléculas na direcdo do fluxo de
cisalhamento (KI-WON; YONG-SEOK; GAP-SHIK, 2006), sendo uma caracteristica
muito desejada em diversas situagfes (XUEWU et al., 1996). Os mesmos autores ainda
afirmam que, a viscosidade deste polimero diminui com o aumento da temperatura,
sendo, portanto, importante controla-la durante as analises, bem como cita-las com os
dados de viscosidade. Na industria petrolifera, a pseudoplasticidade de solugdes de

goma xantana pode fornecer baixa viscosidade a broca de perfuragdo, onde a taxa de
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cisalhamento ¢ alta, e alta viscosidade no espago anular onde o cisalhamento é baixo
(BYONG, 1996).

Segundo Garcia-Ochoa et al. (2000), a viscosidade das solugdes de xantana
aumenta com a concentracdo do biopolimero. Atribui-se este comportamento a
interagdo molecular, que aumenta a dimensdo efetiva da macromolécula e o peso
molecular. Apesar destas variagOes, a alteracdo da viscosidade da xantana é considerada
pequena comparada com solucdes de outros polimeros, sendo muito estavel em termos
de variacOes da temperatura e forca idnica e pouco afetada pela mudanca de pH entre 1
e 13.

As varidveis aeracdo e agitacdo sdo parametros indispensaveis para garantir
condicdes de aerobiose necessaria para o desenvolvimento dos microrganismos. A
formacdo de goma xantana estd associada ao aumento da viscosidade do meio de
fermentacdo, gerando assim condic¢des de anaerobiose. Logo, a combinagdo adequada
destes parametros, deve ser analisada para evitar condigdes de estresse hidrodindmico,
assim como limitacdo de oxigénio (CASAS; SANTOS; GARCIA-OCHOA, 2000;
RICHARD; MARGARITIS, 2002). Borges et al. (2008) avaliaram a viscosidade (25 °C
e 30s™) de xantanas produzidas a partir de sacarose por Xanthomonas campestris pv
pruni 101 com 300 rpm — 3,0 vvm e 200 rpm e 2,0 vvm. Os autores observaram que a
solucdo a 3,0% (m/v) de xantana obtidas com maiores valores de aeracdo e velocidades
de agitacdo (3,0 vvm e 300 rpm) apresentou maior viscosidade (2.070 mPa.s), quando
comparado a viscosidade aparente (1.890 mPa.s) da xantana produzida com baixos
valores de aeragdo e velocidade de agitagdo (2,0 vwvm e 200 rpm). Por outro lado,
Moreira (2002) ao estudar a influéncia da aeracdo e velocidade de agitacdo de Xantanas
produzidas a partir de sacarose por Xanthomonas campestris pv pruni 06, concluiram o
oposto, ou seja, baixas viscosidades estavam associadas a condi¢Ges de baixas aeracdes
e velocidades de agitacao.

As propriedades reoldgicas das solugdes mudam com a natureza do polimero,
uma vez que dependem do peso molecular médio, da composicdo molecular, e dos
grupos acetil e piruvato (CASAS et al., 2000; DILTZ; ZELLER, 2001). Sandford et al.
(1977) concluiram que as xantanas de alto teor de piruvato (4,0 a 4,8%) sdo mais
viscosas do que as de baixo teor (2,5 a 3,0%), especialmente na presenca de sais.
Segundo Slonecker e Jeanes (1962) apud Pinto (2005) a remocao dos grupos acetil de

xantana sintetizada por Xanthomonas campestris pv campestris cepa NRRL B-1459
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promove um melhoramento das suas propriedades fisicas, como por exemplo, 0
incremento de sua viscosidade na presenca de sais.

Normalmente as xantanas comerciais sdo adicionadas de sais de potassio, sodio e
calcio na forma de cloreto, visando facilitar a solubilizacdo, aumentar e manter a
viscosidade da solugdo (MORRIS, 1996). Isto é resultado da estabilizacdo da estrutura
ordenada da xantana pelo aumento da associagéo intermolecular. Contudo, em solugdes
com concentragdo de xantana abaixo de 0,2%, a adicdo de sais causa uma leve
diminuicdo na viscosidade (SMITH; PACE, 1982; XUEWU et al., 1996).

A xantana passa por uma mudanga na conformacgdo de ordem para desordem
quando em solucdo salina, condi¢cdes de baixa forga ibnica ou quando aquecida
(MORRIS, 1996; PELLETIER et al. 2001). A conformacdo de ordem-desordem pode
ser considerada um processo parcial de juncdo de dupla hélice. Liu e Norisuye (1988)
sugeriram que o completo desenrolamento da dupla hélice pode somente ser obtido a
altas temperaturas. Na conformacdo ordenada a cadeia lateral € dobrada em associacao
com a cadeia principal, enquanto na desordenada a cadeia lateral ndo esta associada e
sim distante da cadeia principal.

A adicéo de sais nas solugdes de xantana resulta em efeitos na viscosidade, mas
com relatos contraditérios. Em alguns casos, a viscosidade das solucdes diluidas de
Xantana aumenta na presenca de cloreto de sdédio, em outros a viscosidade tem
moderada diminuicdo (MOREIRA; PINO; VENDRUSCOLO, 2002).

Diaz (2002) estudou a adi¢cdo de KCI e NaCl em solugdes de xantana produzida
por X. campestris pv pruni 24, verificando que a maior viscosidade aparente apresentada
foi obtida com a adicdo de KCI na concentracdo de 0,1 molL™ (0,74%). Pinto et al.
(2000) observou que, a adicdo de 1% de KCI em solucdes de polimeros produzidos por
diferentes cepas de Beijerinckia, apresentaram diferentes efeitos na viscosidade.

A influéncia da adicdo de ions univalente e trivalentes nas propriedades dindmicas
da solucdo de goma xantana foi estudada por Luporini; Bretas (2011). Neste estudo os
autores avaliaram as mudancas de conformacdo da macromolécula, de energia de
ativacdo, do tempo de relaxacdo e de temperatura de gelificacdo, e concluiram que, de
uma forma geral, a presenca de ions monovalentes formam ligagdes cruzadas fracas,
enquanto em ions trivalentes, com pH 3,8, possibilitam a formacdo de ligacdes
cruzadas fortes de natureza idnica.

A solucéo de xantana € considerada estavel em uma ampla faixa de concentragdes
salinas (até 150 g.L™ de NaCl), temperaturas (até 90°C) e pH (2-11) (ROSALAM e
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ENGLAND, 2006). Devido a essas propriedades é largamente utilizada em uma ampla
gama de inddstrias, tais como de alimentos, higiene pessoal, recuperacdo de petroleo,

cosmeéticos, tintas a base de agua, dentre outras.

3.3.4.2 Composigdo quimica de goma xantana

Exopolissacarideos bacterianos sdo compostos por uma gama de
monossacarideos, dentre estes estdo D-glucose, D-galactose, D-manose, podendo ser
encontrados também hexoses ou metil pentoses, como L-fucoses e L- ramnose e
comumente 4&cidos urdnicos como D-glucurbnico e D-galacturbnico, além de
substituintes acetil e piruvato (SUTHERLAND, 2002). Lesley; Hochster (1959)
identificaram a presenca dos monémeros D-glucose, D-manose e D-acido glucurénico
na proporcao de 1:1:1 nos polimeros produzido a partir de sacarose por Xanthomonas
phaseoli. Sloneker, Orentas e Jeanes (1963) analisaram a composic¢do da goma xantana
obtida da fermentacdo de sacarose por Xanthomonas campestris NRRL B-1459 e
verificaram a presenca de D-glicose, D-manose, D-acido glucurénico, acido &cetico e
acido glucuronico, na proporcao de 2,8:3,0:2,0:1,73:0,627. Shatwel; Sutherland; Ross-
Murphy (1990) identificaram no polimero produzido a partir de sacarose por
Xanthomonas campestres pv campestres 646 presenca de glicose, manose, acido
glucurdnico e acido piravico, na proporcao de 9,13:8,18:5,41:1,0.

Garcia-Ochoa et al. (2000) relatam presenca de glicose, manose e acido glucurdnico na
proporcdo de 2,8:2,0:2,0 no polimero obtido da fermentacdo de glicose por
Xanthomonas campestris NRRL B-1459.

A composicao quimica da goma xantana tem sido amplamente estudada por se
tratar de uma estrutura passivel de mudancas seja por diferentes condi¢fes operacionais,
seja por influéncia do microrganismo produtor (CHAPLIN, 1994).

Tipicamente as gomas xantana produzidas por diferentes cepas de Xanthomonas
contém glicose, manose e acido glucurdnico (GARCIA-OCHOA, 2000; LESLEY;
HOCHSTER, 1959), porém, Chowshury, Lindberg e Lindquist (1987) ao investigarem
o0 polimero produzido a partir de sacarose por Xanthomonas ATCC 53159 encontraram
além destes, ramnose. Moreira et al. (2001) também detectaram a presenca de ramnose
ao avaliar a composicdo da xantana produzida por Xanthomonas campestres pv pruni.
Resultados semelhantes foram observados por Vendruscolo et al. (2000); Borges e

Borges et al. (2008) ao utilizarem essa mesma cepa. Outros carboidratos como
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arabinose, ribose e galactose foram encontrados em baixas concentragdes por Konicek;
Lasik; Wurst (1997); Souza; Vendruscolo (1999) e também por Silva et al. (2001).

Segundo Born; Langendorff; Boulenguer (2002) existe uma dependéncia entre a
condicdo de agitacdo e o grau de piruvatacdo, que € mais elevado com maior agitacdo
(PAPAGIANNI et al, 2001; PSOMAS; LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES;
KYRIAKIDIS, 2007), entretanto, Psomas, Liakopoulou-Kyriakides e Kyriakidis (2007)
mostraram que, a 30°C e apds 48h de fermentacdo da glicose por Xhanthomonas
campestris ATCC 33913, ndo houve diferenca significativa no teor de piruvato entre
xantana produzida com agitacdo de 100 e 350rpm, resultando em 1,5% e 2%,
respectivamente. O efeito foi ainda menor entre xantana produzida a 350 rpm e 600
rpm, que resultou em concentracdes de 2% e 2,2% de piruvato, respectivamente.
Cadmus et al. (1978) também nao observaram influéncia da taxa de agitacdo sobre o
teor de piruvato.

Smith et al. (1981), Lechner; Gehke; Nordmeler (1996) relatam que amostras de
goma xantana com alto teor de piruvato aumentam a viscosidade das solucdes de goma
xantana na presenca de KCI pelo aumento na associacdo macromolecular. Seus
resultados indicam que o substituinte piruvato promove associagdo e formacdo da
macroestrutura pelo aumento na afinidade entre polimero-polimero, comparativamente
a afinidade polimero-solvente. Contudo, Candia; Deckwer (1999) partem da teoria de
que a grande quantidade de piruvato ndo assegura forte interacdo molecular quando os
pontos de ligacdo estdo diminuidos. Kennedy, Jones; Barker (1982); Torres et al. (1993)
afirmam que a quantidade de piruvato ndo pode ser correlacionada com a variagdo nas
propriedades reoldgicas. Assim, ndo ha consenso em relacdo ao teor do piruvato e seu
efeito nas propriedades reoldgicas da goma xantana.

A remocdo dos grupos acetil da manose interna da cadeia lateral da molécula de
Xantana causa mudancas na viscosidade de solucfes de xantana em agua destilada ou
solucBes salinas (SMITH; PACE, 1982). A desacetilacdo também aumenta a forca de
interacdo da goma xantana com outras gomas, como guar e locusta (TAKO,;
NAKAMURA, 1986). Para alguns autores a desacetilacdo ndo apresenta efeito nas
propriedades da solucdo (BRADSHAW et al. 1983), enquanto para outros autores
(CASAS; SANTOS; GARCIA-OCHOA, 2000) relacionaram alta viscosidade ao alto
teor de acetato.

Outros componentes, além do piruvato e acetil podem influenciar nas

propriedades da goma xantana. Moreira et al. (2001) relatam que o aumento na
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concentragdo de manose mantém ou aumenta a viscosidade das solucbes de xantana
frente ao aquecimento, enquanto os polimeros com alta concentragdo de glicose

apresentam um efeito oposto.
3.3.4.3 Massa Molecular

As propriedades fisicas, reologicas, mecanicas, térmicas e 0 comportamento de
um dado biopolimero durante o processamento dependem também do tamanho medio e
da distribuicdo de comprimentos das cadeias do polimero. Se a estrutura quimica do
biopolimero é a mesma, diferentes valores de massa molecular média (MM) e de
distribuicdo de massa molecular (DMM) resultam em diferentes comprimentos das
cadeias, podendo alterar as propriedades do biopolimero (GARCIA-OCHOA, 2000).

As condic¢Oes operacionais do processo fermentativo, a composi¢do do meio de
cultura e do substrato e as caracteristicas e mutacdes genéticas da bactéria
Xanthomonas, influenciam 0 MM e a DMM da goma xantana, sendo biosintetizadas
moléculas com pesos moleculares médios e distribuicBes diferentes (ROSALAM,;
ENGLAND, 2006).

Diversos estudos tém mostrado a influéncia da linhagem de Xanthomonas, da
agitacdo e da temperatura nas variacdes da massa molecular. Os resultados de Shatwell;
Sutherland; Ross-Murphy (1990), utilizando a técnica de espalhamento de luz, indicam
variages entre 0,9 x 10° a 1,27 x 10° Da, quando utilizadas as linhagens campestris 646
e phaseoli 1128, respectivamente, enquanto a MM determinado pela técnica de
viscosidade intrinseca oscilou entre 2,4 x 10° a 6,3 x 10° Da, para essas cepas,
respectivamente.

A influéncia da velocidade de agitacdo na massa molecular da goma xantana foi
estudada por Peters et al. (1989). Os autores observaram um incremento da MM de 6,9
x 10° Da para 8,6 x 10° Da, ao aumentar a agitacéo de 200 para 800 rpm. Papagianni et
al. (2001), ndo constataram uma correlacdo do PM da xantana com a mudanca da
velocidade de agitagdo de 100 para 600 rpm (5 x 10° Da). Faria et al. (2011) obteve
valor maximo de MM (4,2 x 10° Da) ao submeter o meio fermentativo a 750 rpm,
enguanto o aumento da temperatura de 25 para 34°C reduziu a massa molar do polimero
de aproximadamente 4,2 x 10° Da para 2,5 x 10° Da (CASAS et al., 2000).

Os teores de &cido piravico e acético apresentam relacdo com MM da xantana
(CALLET; MILAS; RINAUDO, 1987). Variacbes de MM foram observadas ao se
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comparar goma xantana livre de piruvato (2,3x10° Da) com a xantana livre de acetil e
piruvato (2,3x10° Da) e a goma xantana nativa (5,2 x 10° Da). A desacetilacdo néo
afetou o teor de acido piravico nem a MM da xantana. Embora a influéncia das
condicdes operacionais na relacdo estrutura molecular e MM da xantana estejam
descritas, ndo existe consenso entre os resultados obtidos, pois geralmente, apenas uma
Unica variavel é estudada (CASAS et al., 2000).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) € um dos métodos mais
utilizados para separar e analisar polimeros acoplando o sistema a um detector de indice
de Refracdo (IR). Especificamente, a técnica de cromatografia de permeacdo em gel
GPC (Gel Permeation Chromatography) ou cromatografia de exclusdo molecular
permite fornecer informacdes referentes ao peso molecular médio e a distribuicdo do
mesmo, mediante programas estatisticos especificos incorporados aos cromatografos
(CIOLA, 1998). A técnica GPC permite uma seletiva e dindmica distribuicdo das
moléculas dos polimeros, podendo ser aplicada de maneira a eluir moléculas com
densidade e formas similares, fornecendo um método rapido e Gtil para avaliar o PM e
DPM (CANEVAROLO, 2004).

O mecanismo de separagdo da cromatografia por exclusdo estd baseado na
propriedade da resina empacotada na coluna (fase estacionaria) ser macromoléculas
com ligacGes cruzadas, apresentando afinidade pelos solventes, mas insolubilidade nos
mesmos. Portanto, a resina da fase estacionaria € um gel ndo carregado equilibrado no
mesmo eluente que separa as moléculas em andlise (COLLINS; BRAGA; BANATO,
1995). Na fase estacionaria, 0 espaco intersticial entre as particulas da resina é ocupado
pelo liquido que ao fluir, elue as moléculas a serem separadas. A porosidade da fase
estacionaria controla a eluicdo, de maneira que a variagdo no fluxo imprime uma
velocidade que promove a separacdo (MANO, 1985).

A separacdo das moléculas acontece quando o fluxo da fase moével passa através
dos poros da fase estacionaria. A escolha desta malha permite a exclusdo das moléculas,
de forma que os menores sdo retidos nesses poros e as maiores sdo eluidas primeiro,
havendo a separacdo continua das macromoléculas por tamanho molecular. O
mecanismo de separacdo depende principalmente do tamanho (massa molecular), da
estrutura e da conformag&o quimica das macromoléculas (DRUZIAN, 2000).

Face as dificuldade na determinacdo da MM de polimeros hidrossoluveis,
principalmente aqueles de elevada massa molecular, a CPG apresenta propriedades

como simplicidade da técnica e possibilidade de separar macromoléculas com MM
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menores de 1 kDa ou acima de 1000 kDa, apenas variando a matriz do gel da fase
estacionaria (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995). As moléculas de alto MM
penetram nos poros, passando rapidamente por entre 0S espacos intersticiais,
apresentando um menor tempo de retencdo (Tr); diferentemente das particulas que ao
penetrarem o0s poros percorrem a coluna lentamente, portanto, com um maior Tr
(MANO, 1985). Para determinar o0 PM, uma curva de calibragdo com padrbes de
diferentes massas moleculares definidos e estrutura quimica analoga, deve ser usada
para obter a relacdo massa molecular: volume de eluicdo. Muitos destes padrdes
moleculares ndo estdo disponiveis comercialmente (COLLINS; BRAGA, BONATO,
1995).

3.3.4.4 Anédlise Termogravimétrica

Ao longo do século XIX e inicio do século XX, na busca pelo conhecimento a
respeito da estabilidade térmica das substancias, seja para evitar decomposi¢do ou para
provoca-la, pesquisadores construiram, ponto a ponto, graficos de perdas de massa em
funcdo da temperatura, cujos valores eram obtidos por pesagem em balanga analitica e
as curvas eram denominadas termogramas (HARMELINI, 1968). Atualmente as curvas
sdo obtidas por termobalancas que permitem registrar diretamente a alteracdo de massa
em funcdo da temperatura ou do tempo (CASTELLO, 2009).

Assim, a termogravimetria € a técnica na qual a mudanca da massa de uma
substancia ¢ medida em funcdo da temperatura ou tempo, quando submetida a uma
programacdo controlada de temperatura (CARVALHO FILHO, 2000; ZARONI, 2006).

A termogravimetria derivativa é um artificio matematico que torna mais
perceptiveis as mudancas de massa ao longo de uma analise termogravimétrica. A curva
resultante € uma curva que mostra a derivada da massa em funcdo do tempo (dm/dt)
para cada temperatura em curso durante a analise. Os resultados a partir da DTG
aparecem de forma mais visualmente acessivel, uma vez que as inflexdes da TG sdo
enfatizadas e possibilitam a separacdo de eventos sobrepostos e maior exatiddo das
temperaturas correspondentes ao inicio, fim e maxima decomposigdo. Habitualmente, as
curvas de TG e DTG sdo apresentadas em um mesmo diagrama cartesiano de forma a
facilitar as comparagdes e as determinactes dos pontos de interesse (CARVALHO
FIHO, 2000; CASTELLO, 2009).
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As andlises termogravimétricas sdo ditas isotérmicas quando a variagdo de
massa é registrada em funcdo do tempo a temperatura constante. Na TGA quase
isotérmica, 0 aquecimento € interrompido no inicio do evento de perda de massa
permanecendo isotérmico até obtencdo de massa constante. Na TGA dinamica, ha um
acompanhamento das variagdes de massa sofrida pela amostra em funcdo da
temperatura quando esta é submetida a um resfriamento ou aquecimento linear. Essas
curvas permitem obter informacgdes importantes sobre a estabilidade térmica da amostra
e dos compostos intermediarios do processo de termodecomposicdo (PINHO, 1999;
CARVALHO FILHO, 2000).

Existem diversos fatores que podem afetar as curvas TG, sendo 0s mais
frequentes: a razdo de aquecimento, atmosfera gasosa do forno, caracteristicas da
amostra (tamanho das particulas, cristalinidade), geometria e composicdo do cadinho
(aluminio, platina, quartzo), peso da amostra, calor de reacédo e alteracdes de até + 10%
na temperatura programada podem provocar erros consideraveis (PINHO, 1999; HEAL,
2002).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismo

A cepa Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103, utilizada neste
trabalho, é oriunda da Colecdo de Culturas do Instituto Bioldgico (Campinas-SP) e foi

isolada do solo brasileiro.

4.2 Metodologias

4.2.1 Composicao centesimal do substrato alternativo

A glicerina residual do biodiesel foi doada pela Planta Piloto de Biodiesel da
Universidade Estadual de Santa Cruz em llhéus—-BA. A composicdo centesimal da
Glicerina Residual do Biodiesel (GRB) contemplou a determinacgéo do teor de volateis,
cinzas, proteina bruta, lipideos totais e carboidratos totais. Estas analises, além de
fornecer informagdes nutricionais do substrato alternativo, sao importantes para definir
a suplementacé@o do meio fermentativo.

Os volateis foram determinados por secagem a 105°C em estufa com circulacao
de ar, de acordo com método da Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
1997). O teor de cinzas foi determinado por incineragdo em mufla a 700°C (AOAC,
1997). Os valores para proteina bruta foi calculado a partir do total de nitrogénio pelo
método de Kjeldahl usando o fator geral de conversao (6,25) (AOAC, 1997); O total de
lipidios foi obtido pelo método de Bligh-dyer (1959) AOAC (1997) e por fim, o total de
carboidratos foi determinado por diferenca entre 100 e o total dos outros componentes

em porcentagem.
4.2.2 Esterilizacdo dos meios e materiais

Todos os materiais empregados nos ensaios microbiologicos e de produgéo
foram esterilizados por vapor imido (autoclave) a temperatura de 121°C. Os materiais e

meios de cultura foram estilizados durante 15 minutos, enquanto o biorreator

juntamente com o meio de producéo foi esterilizado por 30 minutos.
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4.2.3 Manutengao dos microrganismos

Os microrganismos foram mantidos em meio YM-4gar (Yeast Malt) contendo:
3,0 % de extrato de levedura, 3,0 % de extrato de malte, 0,5 % de peptona, 1,0 % de
glicose, 2,0 % de &gar, 4gua destilada e pH ajustado para 7,0.

A fim de verificar possiveis alteracbes morfoldgicas das col6nias, foram
realizados repiques a cada 15 dias e acondicionados sob refrigeracdo (4°C). Para
minimizar baixas producdes pelos sucessivos repiques e diminuir as flutuacGes de
resultados devido a variagbes nas populacbes e alteracBes genéticas, foi realizado o
congelamento imediato da linhagem, apos repique, em ultra freezer a -80°C. A cultura
foi incubada em meio YM padrdo a 28°C por 48h, transferida para tubos (1,5 mL),
suspensa em um agente crioprotetor estéril (glicerol 20% v/v) e armazenada em ultra
freezer a — 80°C (GALINDO; SALCEDO; RAMIREZ, 1994). Cada experimento foi
iniciado com a reativacdo de uma cultura preservada em glicerol. A Figura 6 mostra o

aspecto da cepa X. campestris 2103.

Figura 6. Aspectos das colbnias de Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103.
4.2.4 Preparo do In6culo

Foram distribuidos 50 mL do meio YM liquido (sem agar) com pH ajustado para
7,0, em frascos Erlenmeyeres de 250 mL. Os frascos contendo meio foram esterilizados,
inoculados com uma alcada (~10 pL) do microrganismo reativado e incubados em

agitador orbital (Tecnal, Mod. TE-424) a 28 + 2°C e 180 rpm por 24 horas.

4.2.5 Curva de crescimento
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A curva de crescimento microbiano foi obtida através da transferéncia asséptica,
em triplicata, de uma alcada do in6culo para 50 mL de meio YM liquido. Este foi
incubado em agitador orbital a 28 + 2°C, 180 rpm por 48h. Amostras do meio
fermentado foram coletadas a cada 3 horas e analisadas quanto ao crescimento celular.
Esta avaliagdo foi feita através da leitura de absorbancia, em comprimento de onda de
620 nm em espectrofotometro (Perkin EImer UV / VIS Lambda 35), contra um branco
constituido de YM sem indculo; e por contagem em YM-agar através da técnica de
profundidade (Pour plate). As curvas de crescimento foram montadas com as médias
dos dados de absorbancia e contagem total de colénias (UFC.mL™) em funcdo do
tempo.

4.2.6 Producédo de goma xantana

4.2.6.1 Avaliacédo do tempo de fermentacao

O tempo de fermentacdo foi definido tomando como parametros a maxima
producdo e a viscosidade aparente das xantanas, obtidas ao longo de 168 horas de
fermentagdo. Os experimentos foram realizados em biorreator de bancada Tecnal (Mod.
TecBio, Piracicaba, SP, Brasil) com capacidade para 4,5 L e volume util de 3,0 L
(Figura 7).

Figura 7. Biorreator Tecnal-TecBio de 4,5 L utilizado para producdo de gomas xantana

a partir da fermentacdo de GRB.
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O meio fermentativo composto por: 2,0% de GRB (m/v), 0,1% de K,HPO,
(m/v) e 0,01% de uréia (m/v) teve o pH inicial ajustados para 7,0, foi esterilizado e
inoculado (20% v/v). A fermentacdo foi conduzida com velocidade de agitacdo de 300

rpm e taxa de aeracdo de 1,0 vvm.

4.2.6.2 Efeito de varidveis de processo

Para selecionar as melhores condicdes e avaliar os efeitos das variaveis aeracao
(vwm) e agitacdo (rpm), os ensaios de producdo foram conduzidos em biorreator de
bancada (4,5 L) contendo meio fermentativo composto por: 2,0% de GRB (m/v), 0,1%
de de KoHPO,4 (m/v) e 0,01% de ureia (m/v). O pH inicial do meio foi ajustado para 7,0,
esterilizados e inoculados (20% v/v).

Os niveis de aeracdo e agitacdo utilizados variaram de acordo com o
planejamento dos experimentos. Todos 0s ensaios foram conduzidos a 28°C por 120h.

Foi realizado um planejamento estatistico DCCR (Delineamento Composto
Central rotacional) fracionado 22, com 2 pontos axiais (o = + 1,41) para cada variavel
independente e triplicata do ponto central, totalizando 11 experimentos.

A Tabela 2 mostra os niveis e valores codificados em parénteses, onde -1 refere-
se ao menor nivel das varidveis, 0 corresponde ao ponto central e +1 ao maior. Os

valores codificados foram calculados de acordo com a seguinte equacao:

(valor atual — (maior nivel + menor nivel) / 2)
Valor codificado =

(maior nivel — menor nivel) / 2). (Eq. 3)

Os efeitos individuais e interativos da taxa de aera¢do (X1) (0,3 — 1,7 vvm) e da
velocidade de agitagdo (X2) (317 — 783 rpm) sobre a concentracdo de goma xantana
(Y1) e biomassa (Y2), assim como nas propriedades do biopolimero, foram estudados
utilizando a MSR (Metodologia de Superficie de Resposta) (MEYRS;
MONTGOMERY, 2002).

As respostas das variaveis dependentes foram analisadas usando o software
Statistica versdo 7 e nivel de confianca de 95%. Os niveis das varidveis independentes
foram escolhidos com base em testes preliminares.

Modelos matematicos foram ajustados aos dados experimentais e por meio da

ANOVA (Analise de variancia) foram testados quanto as sua capacidade preditiva,
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através do teste de Fischer (F) para regressdo. A falta de ajuste dos modelos foi avaliada
pelo teste de F da falta de ajuste e pelo coeficiente de determinacio (R?) (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). Todos os testes de ajuste e previsdo dos

modelos foram realizados ao nivel de significancia de 5% (P < 0,05).

Tabela 2. Matriz do planejamento experimental composta com a varidvel aeracao (X1)

e agitacdo (X2) e seus respectivos niveis em valores reais e codificados.

Ensaio X1 (vwm) X2 (rpm)
Valor real  Valor codificado  Valor real ~ Valor codificado
1 0,5 -1 300 -1
2 0,5 -1 700 +1
3 1,5 +1 300 -1
4 1,5 +1 700 +1
5 0,3 -1,41 500 0
6 1,7 +1,41 500 0
7 1,0 0 217 -1,41
8 1,0 0 783 +1,41
9 1,0 0 500 0
10 1,0 0 500 0
11 1,0 0 500 0

A otimizacdo foi feita a partir da determinacdo do ponto estacionario da
superficie de resposta (Xs), seguindo a seguinte equacao:

Xs=-0,5B™.b (Eq. 4)

Onde, B é a matriz simétrica (k x k), na qual a diagonal tém-se os coeficientes da
regressdo de segunda ordem e fora da diagonal os coeficientes de interacdo; e b um
vetor (k x1) composto pelos coeficientes de regressdo de primeira ordem.

O valor predito da variavel resposta no ponto 6timo é dado pela seguinte
equacéo:

¥ =Ro + 0,5Xs.b (Eq. 5)
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Onde, Rp € o coeficiente do modelo matematico.

O estudo da natureza da superficie foi realizado a partir da funcéo resposta na
forma candnica, dada pela seguinte equacao:

¥ = Y5 + MWi2 +0W,2 (Eq. 6)

Onde, W sdo s variaveis independentes transformadas; A Sd0 constantes

(autovalores ou raizes da matriz B) e Y, resposta estimada no ponto timo.
4.2.7 Recuperacgdo da goma xantana

O caldo fermentado foi diluido em solucéo de NaCl (0,85%) na proporg¢éo de 1:1
com a finalidade de diminuir a viscosidade de caldo e facilitar a separacdo da biomassa.
Posteriormente a solucdo foi centrifugada a uma velocidade de 18800 x g (12000 rpm)
por 30 minutos a 5°C. Ao sobrenadante foi adicionado alcool etilico 98°GL na
proporgdo de 1:3 (v/v) para a precipitacdo da xantana, que posteriormente foi seca em
estufa com circulacdo (Tecnal, modelo TE-394/2) (35 + 2°C) até massa constante. A
biomassa foi resuspendida em 10 mL da solucdo salina, novamente centrifugada nas
mesmas condicOes anteriores e seca em estufa com circulagdo (45 = 2°C) até peso
constante (biomassa seca).

GRB Goma xantana bruta Goma xantana purificada

Figura 8. Efeito da purificacdo no aspecto visual da goma xantana oriunda da

fermentacdo de GRB.

Para a purificagdo da goma xantana, solugdes aquosas a 2% (m/v) foram
dialisadas, sob agitagdo, contra agua ultrapura (durante 72 horas a 4°C, em membranas
semipermeaveis de celulose com limite de exclusdo de peso molecular de 12.000-
16.000 Da e porosidade de 24A°. A troca da agua foi realizada de 3 a 5 vezes ao dia.

Apos a dialise, as solugbes de biopolimeros foram congeladas, liofilizadas (LIOTOP
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mod. L101) e armazenadas em embalagens herméticas. Com as gomas Xxantana
purificadas e submetidas a radiacdo UV para inativacdo celular, foram realizadas as

analises de caracterizacéo.
4.2.8 Cinética do processo fermentativo

O acompanhamento da cinética do processo fermentativo foi realizado nas
condicdes referentes ao ponto estatisticamente selecionado como melhor para producéo
de goma xantana. Foram coletadas amostras a cada 24 horas e quantificado a
concentracdo, em g.L™*, de goma xantana, biomassa e GRB consumida.

A quantificacdo da goma xantana e biomassa seca foram realizadas conforme
descrito no item 3.2.7. O consumo de GRB ao longo da fermentagédo foi mensurado por
cromatografia de exclusdo por tamanho em sistema GPC — CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia) em cromatografo (Perkin Elmer, serie 200, Shelton, EUA)
com colunas Shodex OHpak SB 803, 804, 805, 806 (Kawasaki-Ku, Japan) dispostas em
série, usando NaNOs (0,05M) como eluente a uma taxa de 1 mL.min™. O detector usado
foi indice de refracdo (IR) Perkin Elmer serie 200 (Shelton, EUA). A concentracéo de
GRB foi quantificada através da curva de calibracdo construida a partir de solugdes
aquosa de GRB (maxima de 22 g.L™) versus area dos respectivos picos.

Foram realizados os calculos dos seguintes parametros cinéticos até 120 h de
fermentacao:

- Velocidade instantanea de formacao de biomassa (g.L™*h™): r,=dX/dt =(X-X;)/(t+-t;)
- Velocidade instantanea de formacdo de produto (g.L*h™): rp=dP/dt=(Ps-P:)/(ts-t;)

- Velocidade instantanea de consumo de substrato (g.L™*h™): re= -dS/dt=(S-Si)/(t+-t;)
- Fator de conversdo substrato-biomassa: Y ys=(X¢X;)/(Si-Sy)

- Fator de converséo produto-biomassa: Y w,=(X¢Xi)/(Ps-Pi)

- Fator de converséo substrato-produto: Y ps=(Ps-Pi)/(Si-Sr)

- Velocidade especifica de formago de biomassa (h™): p=(1/X)(dX/dt)

- Velocidade especifica de formacéo de produto (h™): Mp=(1/X)(dP/dt)

- Velocidade especifica de consumo de substrato (h™): ps=(1/X)(-dS/dt)

Onde:
Xi = concentracdo de biomassa no tempo inicial (t;)

Xs = concentragdo de biomassa medida no tempo (tz)
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Pi = concentracdo de produto formado no tempo inicial (t;)
Pt = concentracdo de produto formado medido no tempo (tf)
Si = concentracdo de substrato medido no tempo inicial (t;)
St = concentracdo de substrato medido no tempo (tf)
As velocidades especificas (u) foram calculadas através do método geométrico

proposto por Le Duy e Zajic (1973).

4.2.9 Caracterizacdo das gomas xantana

As gomas xantana obtidas nos 11 experimentos foram submetidas a analises de
viscosidade aparente (Y3) em mPa.s, composicdo quimica em mgL™ de glicose (Y4),
manose (Y5), acido glucurénico (Y6) e acido piravico (Y7); massa molecular
ponderada, estimada pelo Tr (Tempo de retencdo) (Y8); e temperatura inicial de
degradacéo térmica (Y9).

O estudo cinético da producdo de xantana e da influéncia de sais na viscosidade
das solucbes de xantana foi avaliado apenas com a goma xantana obtida na combinagéo

6tima de aeracdo e agitacgéo.

4.2.9.1 Andlise reologica das gomas xantana

Foram preparadas solugdes aquosas das xantanas purificadas na concentracéo de
0,5% (m/v), para analise de viscosidade aparente, a 25°C. O polimero foi dissolvido em
agua ultrapura e dissolvido sob agitacdo mecénica durante 15 minutos. As solucdes
foram mantidas sob refrigeracdo por 12 horas e posteriormente medida a viscosidade.

As analises foram conduzidas em viscosimetro Haake Rheotest, Mod. 2.1,
Medingen, Alemanha, com cilindros concéntricos, acoplados a um banho-maria para
controle de temperatura e taxa de cisalhamento entre 25 a 1000 s.

Foram utilizados os dados de tensdo cisalhante, medidos a partir das taxas de
deformacéo, seguindo o modelo de Ostwald-de-Waele. O modelo foi utilizado para
avaliacdo do comportamento pseudoplastico dos biopolimeros. As unidades de medida
utilizadas foram: mPa.s para viscosidade aparente, s para taxa de cisalhamento e mPa

para tensdo de cisalhamento.
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4.2.9.2 Composi¢ao quimica

Foram quantificados teor de glicose, manose, acido glucurbnico e &cido
pirivico, em mg.L?, das gomas xantana obtidas da GRB. As amostras purificadas e
submetidas a Radiagdo UV (10 mg) foram inicialmente hidratadas com &gua grau
cromatogréafico (0,5 mL) durante 12 h, posteriormente hidrolisada com 0,5 mL ATF
(Acido Trifluoracético) a 1,0 M por 10 horas em estufa com temperatura controlada a
100 £ 2°C. O hidrolisado foi seco com fluxo de gas nitrogénio (SCHERZ; BONN,
1998) e liofilizado para remocdo dos residuos de ATF. Em seguida o hidrolisado seco
foi dissolvido em 1,0 mL de agua grau cromatogréafico.

Para a determinacdo dos acucares, solucdes de polimero hidrolisado foram
analisados no sistema CLAE (PerkinElmer série 200) com detector de IR, utilizando
uma pré-coluna Polypore Ca (30 mm x 4,6 mm x 10um), seguido por uma coluna
Polypore Ca (220 mm x 4,6 mm x 10 mm) ambas acondicionadas num forno a 80 ° C.
A fase mével foi de agua grau cromatografico sob um fluxo de 0,1 mL.min™. O volume
de injecdo foi de 5 pl.

A identificacdo dos agUcares foi feita por comparagdo entre os tempos de retencao
dos padrdes de glucose e manose e 0s tempos de retencdo das amostras de xantana
hidrolisadas. A quantificacdo foi feita mediante curva de calibracdo construida a partir
de diferentes concentragdes dos padrées de aglcares (0,1 mg.mL™ a 1,1mg.mL™) e as
areas dos seus respectivos picos.

Para a determinacdo dos acidos urdnicos, solucbes poliméricas hidrolisadas foram
analisadas pelo sistema CLAE com detector de ultravioleta (UV) a um comprimento de
onda de 195 nm (PerkinElmer série 200), utilizando uma pré-coluna Polypore H (4,6
mm x 30 mm x 10 mm), seguida por uma coluna H Polypore (220 mm x 4,6 mm x 10
pm). As colunas foram acondicionadas em forno a 50 ° C durante toda a anélise. A fase
mével usada foi uma solugdo aquosa de H,SO, com pH 1,9 e um fluxo de 0,4 ml.min™.
O volume de injecdo foi de 10 pL.

A identificacdo dos &cidos foi feita por comparacao entre os tempos de retengédo
dos padrdes de acido glucurdnico e acido piruvico e os tempos de retencdo das amostras
de xantana hidrolisadas. A quantificacdo foi feita mediante curva de calibracdo
construida a partir de diferentes concentra¢fes dos padrfes de &cido glucurénico (2,5
mg.L™ a 100 mg.L™) e 4cido pirGvico (2,0 mg.L™" a 82 mg.L™) e as 4reas dos seus

respectivos picos.
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4.2.9.3 Massa molecular ponderada

A massa molecular ponderada, assim como os limites de distribuicdo de massa
molecular das gomas xantana obtidas por fermentacdo da GRB foram determinadas por
cromatografia por exclusdo de tamanho em sistema CPC-CLAE, utilizando colunas
Shodex SB 803, 804, 805, 806 conectadas em série e acopladas a um detector IR (indice
de Refracdo). Solucdo de NaNO;z a 0,05 M a um fluxo de 1,0 mL. min.” foi utilizada
como fase mével do sistema.

A goma xantana Sigma foi utilizada como controle para compara¢do da massa
molecular com os biopolimero obtidos nos ensaios. Foram injetados 80 pL das solucGes
(0,3% m/v) de todas as amostras do planejamento, da goma xantana padrdo (Sigma) e
dos padrées de dextrana. A quantificacdo da massa molecular das xantanas foi realizada
através da curva de calibracdo construida a partir de padrbes de dextrana (American
Polymers Standards) de diferentes massas moleculares (102.000, 207.200, 431.800,
655.200, 759.400, 1.360.000, 2.025.000, 2.800.000, 34.500.000 e 5.900.000 Da) e seus

respectivos TR (tempos de retencéo), em minutos.
4.2.9.4 Andlise termogravimétrica (TGA)

As andlises ndo isotérmicas das gomas xantana foram feitas por
termogravimetria utilizando TGA- Perkin Elmer. Uma massa inicial de amostra (7,0
mg) foi submetida a uma variacdo de temperatura entre 0 e 1000°C, com razdo de
aquecimento de 10°C.min™ em atmosfera dinamica de gés inerte (20 mL.min™).

As curvas de DTGA, correspondentes a derivada primeira das curvas de TGA,
foram usadas para determinar a maxima temperatura (°C) de degradacdo térmica e
perda de massa (%) do polimero. O software Pyris Manager foi utilizado para

determinacéo das curvas e quantificacdo das perdas de massas.
4.2.10 Influéncia de diferentes sais na viscosidade aparente das gomas xantana

Foram avaliados os efeitos da adi¢do de sais na viscosidade aparente das gomas
xantana purificadas obtidas a partir da GRB. Para este estudo foi selecionado apenas a

goma xantana produzidas no ensaio correspondente a combinacdo Otima de aeragéo e
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agitacdo para as respostas producdo e viscosidade. Solugfes aquosas (agua ultrapura) a
0,01% e 0,1% de sais monovalente (KCI), bivalentes (CaCl,) e trivalentes (FeCls) foram
preparadas e usadas para dissolver a massa de goma xantana suficiente para formar uma
solucéo do biopolimero a 0,5% (m/v). As solucdes foram homogeneizadas com auxilio
de um agitador de laminas em baixa velocidade por 15 minutos. As solugfes foram
armazenadas por 24h sob refrigeracdo (4°C).

No estudo foram avaliados os efeitos dos diferentes tipos e concentragfes de sais na
viscosidade aparente das gomas, nos parametros n (indice de fluxo) e K (indice de
consisténcia) e no comportamento das viscosidades frente a diferentes temperaturas (25,
45, 65 e 85°C).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O decorrente paragrafo apresenta os resultados e discussdo dos seguintes
estudos:
-Composicdo centesimal da glicerina residual do biodiesel, utilizada como fonte
alternativa de carbono;
-Selecdo do tempo de fermentacdo de GRB por Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103, em biorreator de 4,5L (3,0 L til), a partir do seu efeito na
producdo e viscosidade da goma obtida;
-Avaliacdo do efeito das variaveis independentes aeracdo (X1) em vvm e velocidade de
agitacdo (X2) em rpm, sobre as seguintes variaveis dependentes: producdo de goma
xantana e biomassa em g.L™; viscosidade aparentes em mPa.s; composicdo quimica
mensurada em mg.L™ de glicose, manose, &cido glucurdnico e 4cido pirGvico; massa
molecular (Da) e temperatura inicial de degradacdo térmica em °C das gomas xantanas
obtidas da fermentacdo de GRB por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103,
em biorreator de 4,5 L (3,0 L atil). Para todas as respostas, foram verificadas as
possibilidades de efeitos individuais (X1, X2) e/ou interativos (X1*X2) das varidveis de
processo e avaliado o ajuste e a predicdo de cada modelo gerado pelas respostas
avaliadas.
-Avaliacdo de pardmetros cinéticos da producdo do biopolimero obtido pela
fermentacdo de GRB por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103 na
combinacdo 6tima de aeracdo e agitacao.
-Avaliacdo do efeito da concentracdo e natureza de saisna viscosidade aparente da goma

xantana produzida nas condi¢fes 6timas de aeracéo e agitacéo.

5.1 Composicgao da glicerina residual do biodiesel (GRB)

O estudo da composicdo da glicerina proveniente do biodiesel (GRB) mostrou
teores de volateis (53,50 = 0,01), cinzas (3,40 = 0,01), lipidios totais (6,70 £ 0,02),
proteinas (2,71 £ 0,03) e glicerol (33,69 + 0,02), em percentagens. Os elevados teores
de minerais, nitrogénio organico e lipidios totais devem-se aos residuos das oleaginosas,
acidos graxos livres e triglicerideos ndo hidrolisados, derivados do processamento de

biodiesel.
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Em geral, os meios fermentativos contém de 2 a 4% de glicose ou sacarose como
fonte de carbono, 0,05 a 0,1% de nitrogénio, fésforo e tracos de outros minerais e
resultam numa conversdo de 50 a 70% da fonte de carbono em goma Xxantana
(ROTTAVA, 2005). Os processos industriais procuram utilizar meios que
disponibilizem condigdes tanto para o crescimento como para o acimulo do polimero
(TEIXEIRA, 2005). Neste contexto, existe a necessidade de suplementacdo de
nitrogénio livre e fosforo no meio fermentativo composto de glicerina residual do
biodiesel.

Os componentes C e N fornecidos como nutrientes para o crescimento das
bactérias sdo conhecidos por afetar a producdo de xantana, dependendo da sua
composicdo e quantidades relativas. A relacdo C:N na GRB é de aproximadamente
15:1, correspondendo a 20,21 g de glicerina, 4,02 g de lipideos e 1,63 g de proteina,
considerando a utilizacdo de 2,0 % (m/v) do substrato em biorreator de 3,0 L de volume
util para a fermentacdo. A composicdo quimica da glicerina encontrada estd em
concordancia com as condicGes de fermentacdo que indicam que concentracdo de
nitrogénio ndo limitante é necessaria para o rapido crescimento celular, enquanto o
excesso de carbono e baixa concentracdo de nitrogénio sdo essenciais para a produgéo
de goma xantana com propriedades reoldgicas adequadas (SUTHERLAND, 1996). De
acordo com Uma Shankar et al. (1996), as fontes de nutrientes influenciam a via de
sintese do polimero. Na GRB utilizada nesse trabalho, glicerol e lipidios totais sdo 0s
componentes majoritarios, mas de acordo com Thompson e He (2006), glicerina
derivada de biodiesel também contém uma variedade de outros elementos, tais como
calcio (3-15 ppm), magnésio ( 1-2 ppm), fésforo (8-13 ppm), e enxofre (22-26 ppm),
independente da fonte de matéria prima (canola, colza e soja). Assim, um meio
fermentativo rico em nutrientes e micronutrientes e a adaptacdo bacteriana a um meio
alternativo, podem contribuir para um aumento na producéo de goma de xantana.

Para alcancar uma producdo elevada de goma Xantana é necessaria regular o
crescimento das células e a biossintese do polimero durante o processo. Foi avaliado o
efeito de diferentes concentracfes de GRB (1,0 %, 2,0 %, 4,0 % e 6,0 %, m/v) sobre a
producdo de goma xantana por Xanthomonas campestris magiferaeindicae 2103, em
biorreator de 4,5 L e 3,0 L de volume util a 28°C, 400 rpm, 1,0 vwm por 72 h). A
utilizagdo de 2,0% de GRB nos meios de fermentacdo proporciona a formacao de 1,15
g.L™ de biomassa e producdo de 2,34 g.L™" de goma xantana, enquanto a 1,0 % de GRB

proporciona a formagdo de 0,36 g.L™ de biomassa e 0,84 g.L™" de goma xantana. As
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fermentagdes conduzidas a 4,0% e 6,0% de GRB apresentou muita formagdo de
espuma, que acarretou em perda significativa do meio fermentativo. Portanto, a
concentracédo de 2,0% de GRB para a producédo do polimero em biorreator de 4,5 L com
3,0 L volume util, é a mais adequada. Isto é consistente com diferentes estudos sobre as
exigéncias nutricionais dos meios fermentativos por Xanthomonas, visando a
sustentabilidade do processo em relacdo ao custo-beneficio da produgdo (CASAS et al,
2000;. GARCIA-OCHOA et al, 2000; DRUZIAN; PAGLIARINI , 2007).

5.2 Curva de crescimento microbiano

As curvas de crescimento de Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103
foram construidas a fim de se obter informac6es da fase exponencial da bactéria, atraves
da variacdo da concentracdo celular ao longo do processo. O conhecimento a cerca
desse estudo permite maior reprodutibilidade dos experimentos, uma vez que 0S

indculos contem a mesma faixa de concentracdo celular.
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Figura 9. Curvas de crescimento plotadas a concentracdo celular de Xanthomonas
campestris mangiferaeindicae 2103 em funcdo do tempo de fermentacdo (A); e em

funcdo da densidade 6tica do meio (B) ao longo de 48 h de incubacdo a 180 rpm e 28°C.

A partir da andlise da Figura 9A, observa-se que 0s microrganismos apresentam
fase lag compreendida entre as seis primeiras horas de incubacdo. Isso indica que as
condicgdes de processo favorecem a rapida adaptacdo dos microrganismos ao meio de
cultura. A partir de 6 horas, iniciou-se a fase de crescimento exponencial, cujo apice

ocorre em 24 horas de incubagdo. A partir de entdo, inicia-se a fase estacionéria de
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crescimento celular, na qual a concentragdo atinge o valor maximo e se mantém
praticamente constante. Como as concentragfes celulares entre 24 e 33 horas séo
similares, adotou-se 24 horas de incubacdo como tempo ideal para obtencdo de maxima
concentracdo celular do inoculo, a ser transferido para o meio fermentativo contendo
GRB. Neste periodo a concentracéo celular foi em média 1,03x 10'* UFC.mL™. Rottava
(2005) utilizou concentragdo na mesma ordem, ao avaliar a curva das bactérias
Xantomonas campestris (01-1537) e Xanthomonas campestris pv mangiferaeindicae
(02-1230), porém numa faixa de 36 a 48 horas de incubacdo a 120 rpm.

A Figura 9B mostra a regressdo linear entre a média das medidas de Densidade
Otica (DO) e o log da média das contagem de coldnias, com uma correlacio de 92,78%.
A baixa correlacdo pode estar associada a inclusdo do exopolissacarideo na leitura de
densidade 6ptica do meio, uma vez que ha formacédo do polimero ao longo do processo
de incubacdo. Sendo assim, torna-se mais preditivo a utilizacdo da curva composta da

concentracdo de microrganismo em funcéo do tempo de incubacéo (Pour Plate).

5.3 Influéncia do tempo de fermentacdo na producdo e viscosidade da goma

Xantana

A Figura 10 mostra a variacdo na producdo e viscosidade aparente de goma
xantana obtida na fermentacdo de 2,0 % (m/v) de GRB por Xanthomonas campestris

mangiferaeindicae 2103 ao longo de 168h de fermentacao.
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Figura 10. Producé&o e viscosidade de goma xantana obtida da fermentacdo de GRB por
X. campestris mangiferaeindicae 2103 (2,0% GRB, 300 rpm e 1,0 vvm) em biorreator

de 3,0 L de volume util ao longo de 168 de fermentacéo.
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O fermentacdo foi conduzida em biorreator de 3,0 L de volume atil, a 300 rpm e
1,0 vvm e a viscosidade aparente da solugdo aquosa do polimero resultante (0,5 %, m/v)
determinada a 25°C e 25s™.

As producdes de goma xantana, bem como as respectivas viscosidades aumentam
continuamente ao longo do tempo de fermentacdo, atingindo valores de producédo e
viscosidade méximos (2,06 g.L™ e 83,29 mPa.s) em 120 h de fermentagdo. Nota-se que
a partir de 120 h ocorre uma reducéo tanto da producao quanto da viscosidade aparente,
possivelmente devido hidrdlise da goma xantana por acdo enzimatica dos
microrganismos, causada pelo esgotamento total da fonte de carbono (GRB), e
necessidade da mesma para manutencao bacteriana (Figura 10).

Padilha (2003) relata que a producdo e viscosidade de goma xantana por
linhagens de Xanthomonas sofrem influéncia do tempo de fermentacdo. A cepa
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 289 produz maior quantidade de polimero (7,9
g.L™) e maior viscosidade aparente (320 mPa.s) da solugdo a 1,0 % (m/v) (25°C e 25 s

1) em 96 horas de fermentaco.

5.4 Estudo dos efeitos da aeracdo e agitacdo na producéo e propriedades da goma
xantana em biorreator de 4,5 L (3,0 L de volume util)

Os dados para estudo da influéncia da aeracdo (X1) e agitacdo (X2) na producao
de goma xantana (Y1); producdo da biomassa seca (Y?2); viscosidade aparente (Y3);
teores de glicose (Y4), manose (Y5), acido glucurénico (Y6) e acido pirtvico (Y7);
massa molecular média (Y8) e temperatura de degradacdo térmica (Y9) das gomas
Xantana obtidas ap6s 120 de fermentacdo estdo sumarizados na Tabela 3.

O software Statistica 7.0 foi utilizado para calcular os efeitos dos fatores
(variaveis independentes) em cada resposta (varidveis dependentes), por regressao
multipla; enquanto o ajuste e capacidade preditiva dos modelos foram avaliados através
da ANOVA.

A fim de encontrar os niveis que maximizam ou minimizam cada resposta
estimada, foi calculado o ponto estacionario da superficie, aqui chamado de combinagéo
Otima. Além disso, a natureza de cada superficie foi avaliada com base nos sinais das
raizes caracteristicas das equagdes quadraticas (Ale A2) provenientes da superficie de

segunda ordem.
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Tabela 3. Matriz do planejamento experimental composto por varidveis independentes (valores reais e codificados) e resposta de producdo e

caracterizacdo das gomas xantanas purificadas obtidas em 120 hpor fermentacdo de GRB por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103

em biorreator de 4,5 L e 3,0 L de volume util.

Ensaio X1 X2 Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9

(vwm) (rpm) (L") (L")  (mPas)  (mgL") (mgL”) (mgL”) (mgL”) (10°Da)  (°C)
1 0,5(-1) 300 (-1) 2,02 1,31 97,80 244,80 288,11 137,47 69,86 26,29 198,14
2 0,5(-1) 700 (+1) 1,78 0,73 79,60 254,01 390,26 45,15 27,09 13,31 208,48
3 1,5 (+1) 300 (-1) 2,89 1,71 137,20 196,15 208,11 110,00 56,94 26,48 209,47
4 1,5 (+1) 700 (+1) 1,45 1,32 106,20 126,90 233,86 116,18 61,45 15,62 216,38
5 0,3 (-1,41) 500 (0) 4,18 1,89 165,60 0,00 750,12 71,50 149,95 17,22 194,22
6 1,7 (+1,41) 500 (0) 2,84 1,36 134,50 478,86 513,31 133,59 51,98 24,19 204,32
7 1,0 (0) 217 (-1,41) 0,87 1,23 115,20 181,60 172,60 48,03 41,20 217,79 206,52
8 1,0 (0) 783 (+1,41) 0,26 0,89 87,00 217,33 377,36 81,45 43,63 26,29 200,15
9* 1,0 (0) 500 (0) 6,07 3,31 262,20 311,83 226,78 76,47 169,74 27,38 220,41
10* 1,0 (0) 500 (0) 521 3,11 258,00 340,50 267,54 87,48 118,88 23,85 218,12
11* 1,0 (0) 500 (0) 5,47 3,23 243,50 392,03 303,51 136,45 142,17 27,41 226,45

*Ponto central.

Y1 = producdo de xantana, Y2 = biomassa, Y3 = viscosidade aparente das solu¢des(0,5% (m/v),25°C e 25 s™), Y4 = teor de glicose, Y5 = teor de
manose, Y6 = teor de acido glucurénico, Y7 = teor de &cido piravico, Y8 = massa molecular ponderada e Y9 = temperatura inicial de degradacdo

térmica do polimero.
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5.4.1 Produgéo de goma xantana (Y1)

A variacdo das varidveis independentes X1 (aeracdo de 0,3 a 1,7 vwm) e X2
(agitacdo de 217 a 783 rpm) exercem grande influéncia na producdo de goma xantana,
com variacdo de 0,26 a 6,07 g.L™, dependendo das condicdes utilizadas no processo
fermentativo (Tabela 3).

Para a resposta producédo de goma xantana (Y1) (Tabela 3) foram calculados os
coeficientes de regressdo, mostrados na Tabela 4, onde se observa que apenas os efeitos
quadréticos da aeracdo e agitacdo sdo significativos (p < 0,05). Os demais efeitos
apresentaram valor de p > 0,05.

Os coeficientes mostrados na Tabela 4 reportam que tanto a aeracdo quanto a
agitacdo apresentaram efeito negativo sobre a producdo do polimero, sendo o efeito da
agitacdo 2,4 vezes menor do que o da aeragdo, em valores absolutos. Nota-se na Tabela
3, que quando a aeracdo ¢ mantida a 0,5 vvm a variacdo da agitacdo do valor minimo
(300 rpm) para o maximo (700 rpm), resulta em reducdo de 11, 88% na producdo. O
mesmo comportamento ocorre quando se manteve a aera¢do em 1,5 vvm, porém com
uma queda na producdo (49,82%). Por outro lado, a agitagdo mantida a 300 rpm e a
aeracdo variando de 0,5 para 1,5 vvm, aumentou a produgdo em 30,10%, enquanto a
mesma variacdo da aeracdo a 700 rpm, reduziu em 18,82%. Logo, 0 uso de baixas
velocidades de agitacdo, quando comparados aos valores maximos testados, indica

acréscimo na producdo de xantana.

Tabela 4. Estimativa de efeitos de X1 e X2 na producdo de goma xantana (Y1).

Termo Coeficiente p-valor
Constante 5,582 0,002
X1 -0,339 0,393
X1*X1 -2,073 0,031
X2 -0,636 0,180
X2*X2 -5,019 0,005
X1*X2 -0,598 0,310
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A ANOVA, reportada na Tabela 5, mostra que um modelo polinomial de segunda
ordem (Equacdo 7) foi ajustado para a variavel Y1 com 95% de confianga, e portanto,
considerado preditivo. A predicdo do modelo foi verificada pelo fato do F calculado ter
sido aproximadamente 4,06 vezes maior do que o F tabelado. De acordo com Barros
Neto, Scarminio; Bruns (2010) o valor de F calculado deve ser de 4 a 5 vezes maior que
o F tabelado para o modelo ser preditivo.

Tabela 5. Andlise de variancia para avaliacdo estatistica do modelo de producdo de
goma xantana (Y1) obtidas da fermentacdo da GRB por Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103.

Fonte de Soma dos Graus de Média F F
Variagéo Quadrados Liberdade Quadratica Calculado Tabelado
Regressao 37,516 5 12,505 20,488 5,05
Residuo 1,220 5 0,610

Falta de ajuste 0,825 3 0,275 1,391 19,16
Erro puro 0,395 2 0,197

Total 38,737 10

R? 0,968

Residuo = Falta de ajuste + erro puro.
Y1 =5,5829 - 0,1696X1 - 1,0366X17- 0,3182X2 - 2,5096X2? - 2,2994X1X2 (Eq. 7)

A anélise da Tabela 5, ainda permite concluir que o modelo (Equacdo 7)
apresenta F calculado < F tabelado da falta de ajuste. Além disso, o valor do coeficiente
de determinacdo (R?) do modelo foi 0,968, indicando que o modelo apresenta bom
ajuste, e que apenas 3,15% do total de variacGes ndo podem ser explicados pelo modelo
proposto.

A partir do modelo foi possivel a construcdo da superficie de resposta apresentada
na Figura 11. A maxima produgdo de goma xantana foi encontrada no ponto central do
planejamento (1,0 vvm e 500 rpm), no qual obteve-se em média 5,58 g.L™ de goma

xantana purificada.
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Figura 11. Superficie de resposta mostrando a variacdo de producdo de goma xantana
purificada (Y1) em funcdo da variagdo da aeracdo (X1) e da agitacdo (X2) para a
fermentacdo da GRB por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103.

A Equacdo 8 representa a superficie de resposta ajustada na forma canonica.
¥1 =5,5895 - 0,6414W1° — 4,1875W2° (Eq. 8)

Os sinais negativos para a raiz A; (-0,6414) e A, (-4,1875) mostram que Y1
apresenta um ponto de maximo, confirmado pela superficie mostrada na Figura 11. O
ponto de otimizacdo encontrado para a maximizacao da producdo de goma xantana foi
de -0,06 (0,97 vvm) para aeracéo e de -0,01 (498,00 rpm) para velocidade de agitacéo.
Este resultado esta de acordo com os dados experimentais mostrados na Tabela 3, em
que as maximas produgdes foram obtidas no ponto central (1,0 vwvm e 500 rpm). A
combinacdo de variaveis no ponto 6timo prevé a producdo de 5,59 g.L™ de goma
xantana purificada.

A anélise da Tabela 3 para Y1 mostra que as minimas produc6es de goma xantana
estdo associadas a condi¢Oes extremas de agitacdo. O ensaio conduzido a 783 rpm e 1,0
vvm (Ensaio 8) apresentou um decréscimo de 84,35% na produgdo de xantana quando
comparado com a producdo no ponto central a 500 rpm e mesma agitacdo (Ensaio 9).
Segundo Casas; Santos; Garcia-Ochoa (2000), elevadas velocidades de agitacdo sdo
responsaveis por causar stress hidrodinamico, assim como, possiveis danos as células.
Respostas similares foram observadas na fermentagéo a 217 rpm e 1,0 vvm (Ensaio 7).

Nesta condi¢do houve reducdo em torno de 83,46% na producdo em relacdo a resposta
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obtida a 500 rpm com a mesma aeracao (ensaio 9). De acordo com Peters et al. (1989)
baixas velocidades de agitagdo podem provocar limitagdes de oxigénio, além de
comprometer o transporte de nutrientes para as células (Papagianni, 2001).

O controle das condi¢des de aeracdo e agitacdo na producdo de goma xantana é
importante para prevenir condi¢cbes de anaerobiose decorrente do aumento de
viscosidade do meio ocasionado devido o aumento de formacdo do polissacarideo
(CASAS; SANTOS; GARCIA-OCHOA, 2000).

A producdo de goma xantana por Xanthomonas campestris NRRL B-1459 a
partir de sacarose, em diferentes velocidades de agitacdo (100, 300, 500 e 800 rpm) com
fluxo de ar de 1,0 vvm num volume de 1,5 L, foi testada por Casas et al. (2000). Os
autores observaram que a 100 rpm (~4,0 g.L™) e 800 rpm (~2,5 g.L™) houve baixas
producdes de xantana, sendo a maxima producdo também alcancada a 500 rpm (16 g.L
1. Papagianni et al. (2001) avaliaram a producdo de goma xantana por Xanthomonas
campestris ATCC 1395, em 100, 200, 300, 400, 600 e 800 rpm com 1,0 vvmem 1,0 L
de meio contendo glicose. Nesse estudo, a producdo de goma xantana quase dobrou
quando a velocidade de agitagdo foi aumentada de 100 (3,0 g.L™) para 600 rpm (6,3
g.L™). Psomas et al. (2007) estudaram a producdo de goma xantana por Xanthomonas
campestris ATCC 33913, com a agitacdo de 100 a 600 rpm, temperatura entre 25 e 35,
fluxo de 1,0 vvm em 2,0 L de meio também contendo glicose, com maxima producdo
em 600 rpm (6,9 g.L™).

Moshaf; Hamidi-Esfahani; Azizi (2011) avaliaram a producgéo de xantana obtida
pela fermentacdo de 100 mL de meio contendo residuo de tdmaras por Xanthomonas
campestris ATCC 1473 a 200, 300 e 400 rpm, e a maxima producdo foi obtida a 400
rpm (6,93 g.L™) e a minima (1,55 g.L™*) a 200 rpm.

A méaxima producdo de goma xantana purificada obtida na fermentacdo de GRB
por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103 (1,0 vvm, 500 rpm, 28°C, 120h
em bioreator de 4,5 L e 3,0 L de volume dtil) obtida neste estudo (5,59 g.L™) foi 35,4 e
30,0 vezes maior do que as obtidas em agitador orbital (180 rpm, 28°C, 250 mL)
sintetizada a partir de glicerol por cepas de Xanthomonas sp C1 e C9, respectivamente
(REIS et al., 2010), e 4,5 vezes maior do que a goma xantana produzidas em agitador
orbital (250 rpm, 28°C, 80 mL) com 2,0 % de GRB por Xanthomonas axonopodis
manihotis 356 FIGUEREDO et al. (2011).
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5.4.2 Producéo de Biomassa (Y2)

A variacdo das variaveis independentes X1 (aeracdo de 0,3 a 1,7 vwm) e X2
(agitacéo de 217 a 783 rpm) exercem grande influéncia na producdo de biomassa (Y2),
com variacdo de 0,73 a 3,31 g.L-1, dependendo das condig¢des utilizadas no processo
fermentativo.

A Tabela 6 mostra os coeficientes calculados para a varidvel dependente
concentracdo de biomassa (Y2) (Tabela 3), onde se observa que a aeragdo quadréatica
apresenta efeito positivo (p < 0,05), enquanto a agitacdo linear e quadratica efeitos
negativos na producdo de biomassa (p < 0,05), sendo o efeito quadratico da agitacdo 6,3

vezes maior do que o linear e 1,5 vezes maior do que o quadréatico da aeracgéo.

Tabela 6. Estimativa de efeitos das variaveis independentes aeracdo (X1) e velocidade

de agitacdo (X2) na concentracao de biomassa (Y?2).

Termo Coeficiente p-valor
Constante 3,246 0,001
X1 0,247 0,097
X1*X1 1,471 0,005
X2 -0,365 0,048
X2*X2 -2,291 0,002
X1*X2 0,100 0,487

Partindo da analise dos dados de Y2 na Tabela 3, observa-se que ao fixar a
aeracdo em 0,5 vvm e alterar a agitacdo de 300 (Ensaio 1) para 700 rpm (Ensaio 2)
houve reducéo de 44,27 % na concentracdo de biomassa seca. O mesmo ocorre ao fixar
a aeracdo em 1,5 vwm (Ensaio 3 para Ensaio 4), porém com reducdo de 22,80% na
formacdo biomassa. No entanto, a agitacdo do sistema mantida a 300 rpm e a aeracdo
variando de 0,5 (Ensaio 1) para 1,5 vvm (Ensaio 3) resulta em um acréscimo de 23,39
% na producdo de biomassa. Quando mantido a 700 rpm (Ensaio 2 para Ensaio 4), a
mesma variagdo na aeracao levou a um acréscimo de 44,70 % na producdo de biomassa
seca. Portanto, a utilizacdo de baixa agitacdo e elevada aeracdo pode levar a maiores

concentracdes de biomassa.
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As maiores concentracdo de biomassa foram obtidas em 500 rpm de agitagéo,
sendo a méxima (3,31 g.L™) obtida com 1,0 vvm (Ensaio 9), que foi cerca de 58,91 e
42,90 % maiores do que as concentracdes obtidas em 1.7 vvm (Ensaio 6) e 0,3 vvm
(Ensaio 5), respectivamente. As menores concentracdes (0,73 e 0,89 e 1,32 g.L™) foram
obtidas nos ensaios conduzidos com méxima agitacdo (700 rpm). Assim como na
producdo do biopolimero, baixas producfes de biomassa podem estar associadas a
danos causados nas células, em decorréncia das elevadas velocidades de agitacao.

Psomas et al. (2007) variaram a agitacdo de 100 a 600 rpm, com fluxo de 1,0
vvm, em 2 L de meio contendo glicose fermentada durante 72 h por Xanthomonas
campestris ATCC33913 e obtiveram méxima concentracdo de biomassa a 600 rpm
(3,46 gL™) e minima em 100 rpm (1,51 g.L™"). Papagianni et al. (2001) também
avaliaram a concentracdo de biomassa entre 100 e 800 rpm com 1vvm em 1 L de meio
contendo glicose fermentada por Xanthomonas campestris ATCC 1395. Os autores
concluiram que até 600 rpm (~3,0 g.L™%) o aumento da agitacio favorece o crescimento
celular, o que condiz com os resultados encontrados neste trabalho.

A analise de variancia para os dados de Y2, apresentados na Tabela 7, mostrou
que o modelo codificado quadratico proposto (Equacdo 9) apresentou F calculado < F
tabelado da falta de ajuste, sendo portanto bem ajustado aos dados experimentais. Além
disso, o valor do coeficiente de determinacdo (R?) do modelo foi de 0,968, indicando
que o modelo apresenta bom ajuste, e que apenas 3,2% do total de variacdes ndo podem

ser explicadas pelo modelo proposto.

Tabela 7. Andlise de variancia para avaliacdo estatistica do modelo da concentracdo de
biomassa (Y2).

Fonte de Soma dos Graus de Média F F
Variacéo Quadrados Liberdade Quadratica Calculado  Tabelado
Regressdo 8,797 5 2,932 18,609 5,05
Residuo 0,284 5 0,142
Falta de ajuste 0,256 3 0,085 6,097 19,16
Erro puro 0,028 2 0,014
Total 9,081 10
R® 0,968

Residuo = falta de ajuste + erro puro
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Y2 = 13,2466 + 0,12396X1 — 0,73583X1* — 0,1826X2 — 1,1458X2% + 0,05X1X2 (Eq.9)

A Tabela 7, ainda permite concluir que o modelo é preditivo, uma vez que o

valor de F calculado da regresséao foi aproximadamente 3,7 vezes maior que o valor de F
tabelado.

A superficie de resposta (Figura 12), obtida a partir do modelo empirico

codificado, mostra que a maxima concentragdo de biomassa ocorreu na regido do ponto

central (1,0 vwvm e 500 rpm), no qual pode-se obter em média 3,25 g.L™ de biomassa.

(-19) TA

Figura 12. Superficie de resposta para producdo de biomassa (Y2) em funcdo das

variaveis independentes: aeracdo (X1) e agitacdo (X2).
A Equacéo 10 representa a superficie de resposta ajustada na forma candnica.
Y2 =3,259 - 0,737W1? - 1,147W2° (Eq. 10)

Os sinais negativos para a raiz Ay (-0,737) e A, (-1,147) mostram que Y2 apresenta
um ponto de méaximo, confirmado pela superficie mostrada na Figura 12. O ponto de
otimizacdo encontrado para a maximizagdo da formacao de biomassa (3,26 g.L™) foi de
0,09 (1,05 vvm) para aeragéo e -0,08 (484,75 rpm) para a velocidade de agitagédo. Este
resultado esta de acordo com os mostrados na Tabela 3, onde a maxima producao de
biomassa foi obtida no ponto central (1,0 vvm e 500 rpm), assim como a producdo do
biopolimero (Y1).
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5.4.3 Viscosidade aparente (Y3)

A variacdo das variaveis independentes X1 (aeracdo de 0,3 a 1,7 vwm) e X2
(agitacdo de 217 a 783 rpm) exercem grande influéncia na viscosidade aparente (Y3)
das solucgdes aquosas de goma xantana a 0,5 % (m/v), com variagdo de 79,60 a 262,20
mPa.s, dependendo das condigdes utilizadas no processo fermentativo (Tabela 3).

Para verificar a qualidade das gomas xantana produzidas, foram preparadas
solucgdes aquosas a 0,5 % (m/v) do biopolimero e medidas as viscosidades aparentes
(Y3), em mPa.s a 25°C e taxa de cisalhamento de 25 s™ (Tabela 3). Os tratamentos
estatisticos foram realizados com 95% de confianca e os coeficientes calculados para a
viscosidade aparente das solucdes de xantana (mPa.s) estdo expostos na Tabela 8.
Constata-se que os parametros quadraticos da aeracdo e agitacdo foram estatisticamente
significativos (p < 0,05). A aeracdo apresenta efeito positivo e agitacdo efeito negativo
sobre a viscosidade aparente do biopolimero, sendo o efeito da agitacdo 1,4 vezes maior

do que o da aeracéo.

Tabela 8. Estimativa de efeitos de X1 e X2 na viscosidade aparente das solugdes a
0,5% xantana (Y3) medidas a 25°C e taxa de cisalhamento de 25s™.

Termo Coeficiente p-valor

Constante 254,580 0,000494
X1 27,471 0,058179
X1*X1 114,680 0,005037
X2 -6,845 0,427510
X2*X2 -163,630 0,002533
X1*X2 24,650 0,128406

As viscosidades aparentes medidas estdo apresentadas na Tabela 3. Ao fixar a
aeracdo em 0,5 vvm e alterar a agitacdo de 300 (Ensaio 1) para 700 rpm (Ensaio 2)
constata-se uma reducdo de 18,61 % na viscosidade. O mesmo ocorre ao manter 1,5
vvm e alterar a agitacao de 300 (Ensaio 3) para 700 rpm (Ensaio 4), porém com reducao
de 22,52 % na viscosidade. Para velocidade de agitacdo de 300 rpm, 0 aumento na

aeracdo de 0,5 (Ensaio 1) para 1,5 (Ensaio 3) promove um acréscimo na 28,71 % na
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viscosidade. O mesmo comportamento foi observado nos ensaios a 700 rpm com
mudanca na aera¢do de 0,5 vwm (Ensaio 2) para 1,5 vvm (Ensaio 4), porém com
incremento de 25,05 % na viscosidade. Portanto, o aumento individual da agitacdo
resulta na diminuicdo da viscosidade, enquanto o aumento individual da aeracdo pode
levar ao aumento na viscosidade aparente das soluc@es do biopolimero.

Os maiores valores de viscosidade aparente foram obtidas para as solugdes de
goma xantana sintetizadas sob 500 rpm de agitacdo, sendo a maxima (262,2 mPa.s),
obtida a 1,0 vvm (Ensaio 9), que € 48,70 % e 36,84 % maior do que as obtidas a 1.7
vvm (Ensaio 6) e 0,3 vvm (Ensaio 5), respectivamente. As menores viscosidades (79,6 e
87 mPa.s) foram obtidas em condi¢des de méxima agitacdo (700 e 783 rpm). Resultados
similares foram encontrados por Casas; Santos; Garcia-Ochoa (2000) ao avaliarem as
viscosidades das gomas xantana produzidas a partir de sacarose por Xanthomonas
campestris NRRL-1459, em diferentes velocidades de agitagdo. Os autores concluiram
que em baixas velocidades (100 e 300 rpm) ocorre limitacdo de oxigénio, e em
velocidades superiores a 500 rpm resulta no decréscimo da viscosidade devido a stress
hidrodindmico.

Borges et al. (2008) avaliaram a viscosidade aparente (25 °C e 30 s™) de xantana
produzida por fermentagdo de sacarose por xanthomonas campestris pv pruni 101 em
300 rpm — 3,0 vvm e também em 200 rpm e 2,0 vvm. Os autores observaram que a
solucdo a 3,0 % (m/v) de xantana obtida sobre alta aeracdo e agitacdo (300 rpm e 3,0
vvm) apresentou maior viscosidade (2.070 mPa.s), quando comparada a produzida com
baixa aeracdo e velocidade de agitacdo (1.890 mPa.s). A influéncia da taxa de aeracao
na viscosidade de goma xantana produzida por fermentacdo de sacarose por
Xanthomonas campestris NRRL B-1459, também foi estudada por Cadmus et al. (1978)
ao variar a aeracdo de 0,25 a 1,5 vvm. Seus resultados mostraram que 0 aumento na
aeracdo aumentava a viscosidade da goma xantana obtida. Mesomo (2007) obteve a
mesma conclusdo, ao percebe que as melhores viscosidades das solucdes a 3.0% de
goma Xxantana obtida da fermentacdo de soro de queijo por Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae IBSBF 1230 foram obtidas em ensaios conduzidos a 600 rpm
(1831,34 mPa.s) e as mais baixas obtidas a 180 rpm (32,37 mPa.s) e em 700 rpm (70,16
mPa.s).

A ANOVA para os dados de Y3 (Tabela 9), mostrou que o modelo codificado
quadrético proposto (Equacdo 11) apresentou F calculado < F tabelado da falta de

ajuste, sendo, portanto, bem ajustado aos dados experimentais.
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O coeficiente de determinacdo (R?) do modelo foi 0,971, sendo que 2,9% do total
de variacBes ndo sdo explicadas pelo modelo proposto. Além disso, a analise ainda
permite concluir que o modelo é preditivo, uma vez que o valor de F calculado da

regressao foi aproximadamente 4,4 vezes maior do que o valor de F tabelado.

Tabela 9. Andlise de variancia para avaliagdo estatistica do modelo para viscosidade

aparente das solucdes das gomas xantana (Y3).

Fonte de Soma dos Graus de Média F calculado F tabelado
Variacéo Quadrados Liberdade Quadratica

Regressao 46855,672 5 15618,557 22,007 5,05
Residuo 1419,420 5 709,710

Falta de ajuste 1227,20 3 409,070 4,256 19,16
Erro puro 192,22 2 96,111

Total 48275,09 10

R? 0,970

Residuo = Falta de ajuste + erro puro.

Y3 = 254,58 + 13,7352X1 — 57,340X1? - 3,4226X2 — 81,815X22 + 12,325X1X (Eq.11)

Figura 13. Superficie de resposta para viscosidade aparente (Y3) em fungéo da aeracao
(X1) e da velocidade de agitacdo (X2).

A Equacéo 12 representa a superficie de resposta ajustada na forma candnica.

¥3 = 255,403 - 52,209W1? - 86,951\W2? (Eq. 12)
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Os sinais negativos para a raiz A; (-52,209) e A, (-86,951) mostram que Y3
apresenta um ponto de méximo, confirmado pela superficie da Figura 13. O ponto de
otimizacdo encontrado para a maximizacdo da viscosidade aparente foi de 0,11 (1,05
vvm) para aeracdo e -0,01 (497,60 rpm) para a velocidade de agitacdo. Estes resultados
estdo de acordo com a Tabela 3, onde as maximas viscosidades experimentais foram
obtidas no ponto central (1,0 vvm e 500 rpm). A combinacdo de variaveis no ponto
Otimo preveé producdo de goma com viscosidade aparente de 255,403 mPa.s.

Reis et al. (2010) produziram goma xantana em Shaker (180 rpm e 28°C) por
fermentacdo de glicerol suplementado com sacarose por X. campestris sp C1 e C9. A
média das méximas viscosidades aparente (254,56 mPa.s) (Tabela 3) das solucdes a
0,5% de goma xantana obtidas da fermentacdo de GRB foi 1,8 e 2,7 vezes maior do que
a viscosidade das solugdes a 3,0% (m/v) de xantana sintetizadas por Xanthomonas C1 e
C9, respectivamente. FIGUEREDO et al. (2011) obteve goma xantana a partir da
fermentagdo de GRB por Xanthomonas axonopodis manihotis 356 com viscosidade
aparente (102,60 mPa.s) 2,5 vezes menor do que a viscosidade (254,56 mPa.s) da
solucdo de goma xantana (0,5 % (m/v), 25°C e 25 s) obtida com GRB por
Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103.

Para confirmacdo do comportamento pseudoplastico das gomas xantanas obtidas
da fermentacdo da GRB por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103 nos 11
Ensaios (Tabela 3) foram realizados ajustes do modelo de Ostwald-de-Waele aos dados

experimentais (Figura 14).

300 - —+—Ensaiol —a—Ensaio 2 —a—Ensaio 3 —=—Ensaio 4
w 250 - & ——Ensaio5 ——Ensaio6  —=—Ensaio7 Ensaio 8
Dcf —e—Ensaio 9 —=—Ensaio 10 —e—Ensaioll
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2
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g
&
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Figura 14. Viscosidade aparente (Y3) das solu¢des aquosas das gomas xantana a 0,5%

(m/v) e 25 °C, frente & variacdo na taxa de cisalhamento (25 — 1000 s™).
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A partir da analise da Figura 14, conclui-se que todas as curvas apresentaram boa
correlagdo (R? > 0,97) ao modelo de Ostwald-de-Waele e que todos os polissacarideos
produzidos no planejamento (Tabela 3) apresentaram comportamento pseudoplastico
tipico de goma xantana, uma vez que as curvas de viscosidade decresceram com o
aumento da taxa de cisalhamento. Segundo Dario et al. (2011) e Shaw (1975), quando a
taxa de cisalhamento é elevada, além de ocorrer o alinhamento das cadeias, as ligacGes
entre estas podem se desfazer, levando portanto, ao rompimento das ligacdes entre
elementos estruturais do material, resultando em baixas viscosidades.

A goma xantana obtida da fermentacdo de GRB por Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103 pode ser aplicada como componente de fluido de perfuracdo de
pocos de petrdleo, onde grandes quantidades deste biopolimero se fazem necessarias,
tornando-o mais competitivo do que o obtido da fermentacdo de glicose (goma xantana
comercial). Para isso, é necessario atender as condi¢des exigidas pelas Normas Internas
da empresa Petrobras. Além desta aplicacdo, estas gomas, por serem purificadas
(dialisada e liofilizada), poderiam também ser utilizadas na area de alimentos e
farmacéutica. Entretanto, como se trata de um produto grau alimenticio, maiores

avaliacOes de toxidade se fazem necessérias.

5.4.4 Composicéo quimica dos biopolimeros (Y4, Y5, Y6, Y7)

A variacdo das variaveis independentes X1 (aeracdo de 0,3 a 1,7 vwm) e X2
(agitacdo de 217 a 783 rpm) exercem influéncia na composicdo quimica da goma
Xantana obtida da fermentacdo de GRB por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae
2103, com teor de glicose variando de 0,00 a 478,86 mg.L™*, manose de 172,60 a 390,26
mg.L™, &cido glucurénico de 45,15 a 136,45 mg.L™ e 4cido pirdvico variando de 27,90
a 169,74 mg.L™, dependendo das condicées utilizadas no processo fermentativo.

Os cromatogramas mostrados na Figura 15 referem-se aos padrbes de glicose,
manose, acido glucurdnico e acido piravico, separados por CLAE. A composi¢do das
gomas obtidas nos 11 ensaios deste estudo (Tabela 3) foi quantificada usando curvas de
calibragdo construidas a partir da &rea do pico do padréo versus concentracdo (mg.L™),
mostradas na Tabela 10.
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Figura 15. Cromatogramas dos padrBes de acucares (glicose e manose) separados por
CLAE-IR (A); e dos padrBes de &cidos (glucurdnico e pirtvico) separados por CLAE-
UV (195 nm) (B).

A composicdo quimica das gomas Xxantana obtidas no planejamento foi
determinada em funcdo das concentracdes de glicose (Y4), manose (Y5), acido
glucurénico (Y6) e &cido piravico (Y7) (Figuras 16 e 17). As respostas destas variaveis
independentes (mg.L™) sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 10. Equacdes da regressdo linear obtidas da relacdo entre concentracdo e area

dos picos dos padrdes de aclcares e acidos urénicos.

Mondmero (mg/L) Equacao da reta R?

Glicose (Y4) Y4 = 3,323x10™x (4rea do pico) — 0,037 0,987
Manose (Y5) Y5 = 2,25x10°® x (4rea do pico) + 0,015 0,998
Acido glucurdnico (Y6) Y6 = 7,32x10™ x (4rea do pico) — 0,035 0,998
Acido piravico (Y7) Y7 =5,676x10™ x(area do pico) — 0,132 0,999

Os efeitos das variaveis sobre todas as respostas foram calculados a 95% de
confianca e sumarizados na Tabela 11. A analise desses resultados indica que a agitacédo
quadratica teve efeitos nas concentracdes de glicose e de acido pirivico das gomas
xantana (p < 0,05), enquanto que a agitacdo linear teve efeito apenas na concentragdo de
manose. O parametro linear da aeracdo demonstrou efeito na concentragdo de glicose a

manose (p < 0,05) e o quadréatica apenas na concentracdo de manose (p < 0,05).
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Figural6. Cromatograma (CLAE-IR) da composicdo de agucares das gomas xantana
obtidas no ponto central (A); nos niveis maximos de aeracao e agitacdo (1,5 vvm e 700

rpm) (B); nos niveis minimos (0,5 vvm e 300 rpm) (C) e da goma xantana Sigma (D).
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Figura 17. Cromatograma da composi¢do de &cidos das gomas xantana obtidas no
ponto central (A); nos niveis maximos de aeragdo e agitagdo (1,5 vvm e 700 rpm) (B);
nos niveis minimos (0,5 vvm e 300 rpm) (C); e da goma xantana Sigma (D).

63



Capitulo 5 — Resultados e discussao

O sinal dos coeficientes isolados de X1 e X2 para Y4 (Tabela 11) indica que o
aumento na aeracdo ou a diminui¢do da velocidade de agitacdo confere ao polimero
maior concentracdo de glicose. Esse comportamento foi constatado ao manter a
velocidade de agitacdo a 500 rpm e aumentar a aeracdo de 0,3 vvm (Ensaio 5) para 1,5
vvm (Ensaio 6), que resulta em um acréscimo de 100% da concentracdo de glicose do
polimero (Tabela 3), porém para os demais casos ndo se aplica. Ao manter a agitacdo
em 300 rpm e alterar a aeracdo de 0,5 vvm (Ensaio 1) para 1,5 vvm (Ensaio 3), constata-
se uma reducédo de 19,87 % no teor de glicose da cadeia polimérica. Quando mantida a
700 rpm, a mesma alteracdo na aeragdo (do Ensaio 2 para Ensaio 4) levou a um
decréscimo de 50,04 % no teor de glicose da cadeia. Assim, 0 aumento da taxa de
aeracdo, sob agitacdo constante, confere reducdo na concentracdo de glicose, indicando,
portanto, que a aeracdo tem efeito negativo sobre a concentracdo de glicose.

Com relacéo ao efeito da agitacdo, nota-se que ao manter a aeracdo em 0,5 vvm
e alterar a agitacdo de 300 (Ensaio 1) para 700 rpm (Ensaio2), ocorre um pequeno
acréscimo de 3,62 % no teor de glicose, por outro lado, ao manter a aeracdo de 1,5 vvm
e alterar a agitacdo de 300 rpm (Ensaio 3) para 700 rpm (Ensaio 4) constata-se um
acréscimo significativo de 35,3 % no teor de glicose da cadeia polimérica. Portanto, o
uso de baixas velocidades de agitacdo na fermentacdo de GRB por Xanthomonas
campestris mangiferaeindicae 2103 induz a producdo de xantana com maiores teores de

glicose (Tabela 3).

Tabela 11. Estimativa de efeitos para composi¢do em termos de Y4, Y5, Y6e Y7.

Termo Constante X1 X1*X1 X2 X2*X2 X1*X2 R?

Coeficiente 348,12 125,36 -115,68 -2,38 -155,65  -39,23 0,447

Y4
p-valor 0,001 0,05 0,07 0,94 0,01 0,44
Coeficiente 265,95 -142,83 279,14 104,36  -77,59 -3820 0,759
Y5
p-valor 0,01 0,03 0,01 0,05 0,14 0,43
Coeficiente 100,13 32,84 11,69 -9,72 -26.12 -49,25 0,548
Y6
p-valor 0,03 0,28 0,70 0,71 0,43 0,26
Coeficiente 143,59 -29,28 -51,56 -8,71 -110,11 23,64 0,789
Y7
p-valor 0,01 0,25 0,14 0,67 0,03 0,45

Y4=teor de glicose; Y5= teor de manose; Y6= teor de &cido glucurdnico; Y 7= teor de cido pirdvico.
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Os maiores teores de glicose foram encontrados para as gomas Xxantana
sintetizadas sob 500 rpm de agitacdo, sendo 0 méaximo (478,86 mg.L™), obtida com a
1,5 vvm (Ensaio 6), seguida das producdes a 1,0 vvm ( ponto central). Porém, no ensaio
5 (500 rpm e 0,3 vvm) ndo foi encontrado glicose. O evento pode estar associado a
limitacdo de oxigénio do meio fermentativo, o que confirma a influéncia da aeracdo no
teor de glicose da cadeia polimérica da xantana.

O sinal dos coeficientes isolados X1 e X2 para a resposta Y5, mostrados na
Tabela 11, indica que a diminuicdo na taxa de aeracdo ou 0 aumento na velocidade de
agitacdo proporciona ao polimero maior teor de manose na cadeia polimérica. A analise
pode ser confirmada ao observar o aumento de 26,17 % na resposta Y5 ao manter a
aeracdo em 0,5 vvm e alterar a agitacdo de 300 rpm (Ensaio 1) para o 700 rpm (Ensaio
2), assim como o aumento de 11,01 % ao manter 1,5 vvm com a mesma alteracdo da
agitacdo (do Ensaio 3 para o ensaio 4). Com relacdo ao efeito da aeracéo, nota-se uma
reducdo de 27,80 % e 40,07 % na resposta Y5 ao manter a agitacdo em 300 rpm (Ensaio
1) e alterar a aeracdo de 0,5 vvm (Ensaio 3), e uma reducdo de 40,70 % no teor de
manose da cadeia polimérica ao manter 700 rpm e alterar a aeracdo de 0,5 vvm (Ensaio
2) para 1,5 vvm (Ensaio 4) (Tabela 3).

Contrario ao que afirma Moreira et al (2001), neste estudo a teor de manose da
cadeia polimérica ndo apresentou correlacio com a viscosidade das solucdes
poliméricas.

As maiores concentragcdes de manose foram encontradas nas gomas xantana
sintetizadas a 500 rpm. A méxima concentracdo ocorreu na fermentacdo conduzida a 0,3
vvm de aeracio (750,12 mg.L™), sequida da fermentacéo conduzida a 1,7 vwm (513,31
mg.L™). No entanto a utilizacdo de 1,0 vvm (ponto central) reduziu em mais de 50 % a
concentracdo de manose da cadeia da xantana (Tabela 3). Estes resultados podem
indicar que mesmo ndo sendo significativo a 95 % de confianca, as variaveis X1 e X2
apresentam efeito de interatividade na composigéo do polimero.

Os coeficientes calculados para as concentracfes de acido glucurénico (Y6) dos
polimeros (Tabela 3) estdo reportados na Tabela 11 e indicam que, a 95 % de confianca,
as variaveis X1 e X2, bem como suas interaces, ndo apresentaram efeitos sobre a
resposta Y6. Porém a andlise dos dados para esta resposta (Tabela 3) permite tracar
tendéncias a respeito das influéncias das variaveis independentes X1 e X2 em YG6.
Observa-se que ao manter a taxa de aeracdo constante a 0,5 vvm e variar a velocidade

de agitacdo do minimo nivel (300 rpm, Ensaio 1) para 0 maximo nivel (700 rpm, Ensaio
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2) ocorre uma reducéo de 67,16 % na resposta Y6. O mesmo efeito foi observado ao
fixar a taxa de aeracdo a 1,5 vvm, porém a reducéo foi de apenas 5,32 % na resposta Y®6.
Estas observacdes levam a concluir que, isoladamente, o uso de baixas velocidades de
agitacdo no processo fermentativo resulta em maiores concentracbes de acido
glucurdnico da cadeia polimérica da goma xantana obtida da fermentacdo de GRB por
Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103.

O sinal do coeficiente isolado X2 (velocidade de agitacdo) para o teor de acido
pirdvico (Y7) (Tabela 11), indica que o uso de baixas agitacdes no processo
fermentativo favorece o aumento da concentracdo de acido piravico da cadeia
polimérica da goma xantana. A estimativa partiu da analise dos resultados de Y7
(Tabela 3), na qual se observa uma reducéo de 61,22 % ao manter a aeragdo em 0,5 vvm
e variar a agitacdo do minimo nivel (300 rpm) para 0 maximo nivel (700 rpm). O
mesmo efeito é constatado para manutencdo constante da aeragdo em 1,5 vvm, porém
com menor reducdo na resposta Y7 (7,48 %).

As maximas concentracdes de acido piravico foram encontradas nas gomas
xantana sintetizadas a 500 rpm (Tabela 3), sendo a méxima (169,74 mg.L™) obtida com
1,0 vvm (ponto central), seguida da obtida com 0,3 vvm (149 mg.L™, Ensaio 5). Porém
a xantana produzida com a mesma agitacao e excesso de oxigénio (1,7 vvm) apresentou
baixa concentragdo de &cido pirGvico (51,98 mg.L™, Ensaio 6). Na Tabela 3, ainda se
observa que as minimas concentracdes de acido piravico estdo associadas as condicdes
extremas de agitacdo (217 e 783 rpm, Ensaios 7 e 8). Psomas et al. (2007) relatam um
aumento de apenas 0,5 % no grau de piruvatacdo ao variar a agitacdo de 100 rpm para
350 rpm e de 0,2 % ao passar de 350 para 600 rpm.

A influéncia da agitacdo no grau de piruvatacdo de goma xantana também foi
observada por Psomas et al. (2007) e Papagianni et al. (2001). De acordo com 0s
autores, maiores agitacdes levam a maiores grau de piruvatacdo. Entretanto, Cadmus et
al. (1978) ndo observaram influéncia a taxa de agitacdo sobre o teor de acido pirdvico
dos polimeros.

O sumario da analise de variancia para os dados de Y4, Y5, Y6 e Y7,
apresentados na Tabela 12, mostra que 0s seus respectivos modelos empiricos
(Equagdes 10, 11, 12 e 13) apresentam valores de R?< 0,8, indicando, portanto, que 0s
modelos ndo foram devidamente ajustados aos dados experimentais, e que mais de 20%
do total das variagfes ndo podem ser explicadas pelos modelos propostos. Além disso,

os valores de F calculados das regressdes foram respectivamente, 39,22; 9,52; 24,69 e
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7,98 vezes menores que os valores de F tabelados das regressdes e, portanto, os modelos
ndo séo preditivos a 95% de confianca.

Tabela 12. Sumario da andlise de variancia para avaliacdo estatistica do modelo para os
dados de composi¢do das gomas xantana em termos do teor de glicose (Y4), manose
(Y5), &cido glucurénico (Y6) e &cido piravico (Y7).

Fator Y4 Y5 Y6 Y7
R? 0,44 0,76 055 0,79

Regressao F calculado 0,51 2,10 081 251
F tabelado 5,05

Falta de ajuste F calculado 0,06 0,06 0,53 0,34
F tabelado 19,16

Y4 = 348,123 + 62,682X1 - 57,841X1? - 1,192X2 - 77,824X2% - 19,612X1X2 (Eq.13)
Y5 = 265,944 - 71,412X1+139,568X12+52,184X2 - 38,798X2% - 19,100X1X2 (Eq.14)
Y6 = 100,132 + 16,422X1 + 5,847X 1% - 4,861X2-13,057X2%+24,624X1X2  (Eq.15)
Y7 = 143,597 - 14,638X1 - 25,779X1? - 4,354X2 - 55,054X2%+ 11,82X1X2  (Eq.16)

Assim, as variaveis independentes lineares (X1 e X2) e quadréticas (X1% e X2?),
ndo foram suficientes para descrever precisamente as respostas Y4, Y5, Y6 e Y7 e/ou
suas faixas de variacdo ndo foram adequadas, sendo possivel apenas descrever suas
tendéncias.

Mesmo que pequenas, as alteracdes na composicao dos carboidratos do polimero
sdo frequentemente dependentes do microrganismo e dos componentes do meio
utilizado para a producé@o (LINDEN; LORIENT, 1996).

Em 10 dos 11 ensaios do planejamento foram identificados glicose, manose, acido
glucurdnico e &cido pirtavico nos biopolimero obtidos da fermentacdo de GRB por
Xanthana campestris mangiferaeindicae 2103. Segundo Padilha (2003), esta
composicdo é a mais comumente encontrada nas gomas xantana produzidas por cepas
de Xanthomonas campestris.

A Tabela 13 mostra a fragdo molar para a composicdo dos 11 biopolimeros
sintetizados por Xanthomonas campestres mangiferaeindicae 2103 a partir da
fermentagdo de GRB. A composicdo dos polissacarideos obtidos a 500 rpm e 1,0 vvm

(Figuras 16-A e 17-A) apresentam estrutura primaria constituida de repetidas unidades
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hepetassacaridicas composta por aproximadamente 3 unidades de glicose, 3 unidades de
manose e 1 unidade de acido glucurdnico, além de 2 unidades do substituinte acido
piravico. Diferentemente da composicdo da goma xantana sigma, que apresentou
glicose, manose, acido glucurdnico e acido piravico na proporcéo de 2,2:0,9:1,0:1,2, e
diferente também dos polimeros obtidos nos niveis maximos de aeracdo e de agitacao
(Ensaio 4) (Figura 16-B e 17-B) e niveis minimos (Ensaio 1) (Figuras 16-C e 17-C), que
apresentam glicose, manose e &cido glucurdnico e acido piravico na proporcdo de
1,1:2,0:1,0:0,5 e 1,8:2,1:1,0:0,5, respectivamente. Lesley; Hochster (1959) analisaram a
composi¢do do biopolimero produzido pela fermentacdo de sacarose por Xanthomonas
phaseoli e constataram a presenca de D-glucose, D-manose e D-acido glucurdnico, na
proporcdo de 1:1:1. Sloneker e Jeanes (1962) relatam para goma Xxantana obtida da
fermentacdo sacarose por Xanthomonas campestris NRRL B-1459 a presenca de D-
glicose, D-manose, D-acido glucurénico, &cido &cetico e acido glucurbnico, na
proporcdo de 2,8:3,0:2,0:1,73:0,627. Garcia-Ochoa et al. (2000) para goma xantana
obtida da fermentacdo de glicose por Xanthomonas campestris NRRL B-1459
encontraram glicose, manose e acido glucurdnico na proporcéao de 2,8:2,0:2,0. A goma
xantana produzida por Xanthomonas campestres pv campestris 646 ao fermentar
sacarose, também foi avaliada por Shatwel; Sutherland; Ross-Murphy (1990) com
presenca de glicose, manose, acido glucurénico e acido pirdvico, na proporcdo de
9,13:8,18:5,41:1,0. Assim, pode-se concluir que a composicdo, bem como a proporcéo
dos componentes, varia de acordo com 0 microrganismo produtor, substrato

fermentescivel e as condi¢Bes do processo.

Tabela 13. Fracdo molar das gomas xantanas obtidas no planejamento experimental.

Ensaio Glicose Manose Acido glucurénico  Acido piravico

1 1,8 2.1 1,0 05
2 56 8,6 1,0 06
3 1,8 1,9 1,0 05
4 1,1 2,0 1,0 05
5 0,0 10,5 1,0 2.1
6 36 38 1,0 0,4
7 38 36 1,0 0,9
8 2,7 4,6 1,0 05
PC 3.2 2,9 1,0 18

PC = ponto central
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Borges e Vendruscolo (2008) também relatam que a concentracdo de &cido
pirivico pode variar a depender das condi¢cdes do processo fermentativo. De acordo
com Sandford (1979), o teor de acido piravico pode ser usado como um indicador da
qualidade reologica. As gomas xantana obtidas por fermentacdo de GRB em processo
conduzido a 500 rpm apresentaram 15,43% de piruvato a 0,3 vvm (Ensaio 5); e 19,83%,
15,69% e 20,26% utilizando 1,0 vvm (pontos centrais). Estes valores s@&o muito
elevados comparados aos encontrados por Orentas; Sloneker; Jeanes (1963), Sandford
et al. (1977); e Shatwell; Sutherland; Ross-Murphy (1990), que obtiveram valores
maximos de 7,6%, 4,4% e 6,0%, respectivamente, usando Xanthomonas campestris
para fermentar sacarose. Segundo Sandford (1979) gomas xantana com teor de acido
piravico maior que 4,0% exibem viscosidades maiores do que as com teores entre 0,5 e
3,0%. Neste sentido, foi verificado que as viscosidades aparentes (25°C e 25 s) das
solugdes das gomas xantana a 0,5% (m/v) apresentam uma correlagdo direta com o teor
de 4cido piravico (R?> = 0,800). Essa relacdo pode estar associada com a fonte de
carbono utilizada neste trabalho e/ou com a formacao de macromoléculas devido o alto
teor de substituinte piruvato, promovendo assim, maior afinidade entre as cadeias do
polimero (SMITH et al., 1981).

5.4.5 Massa molecular (Y8)

A variacdo das variaveis independentes X1 (aeracdo de 0,3 a 1,7 vwm) e X2
(agitagédo de 217 a 783 rpm) exercem grande influéncia na produgdo de goma xantana
com variacdo de 13,31x10° Da a 27,79x10° Da a depender das condicdes utilizadas no
processo fermentativo.

A massa molecular das gomas xantana purificadas obtidas no planejamento
experimental foi determinada a partir de separacdo por GPC CLAE-IR e estimada com
auxilio da curva de calibracdo construida com as massas moleculares de padrdes de
dextranas nas mesmas condicBes cromatograficas. A curva linearizada do log MM
versus Tr apresentou R? = 0,97 (Figura 18).

De acordo com a Figura 18 nota-se que a massa molecular tem uma relacéo
inversa com o tempo de retencdo. Assim, a menor massa molecular foi separada em
31,56 minutos e a maior massa molecular em 26,43 minutos. Porém as gomas xantana
obtidas neste trabalho apresentaram Tr menores do que 26,43 minutos, indicando,

portanto, massas moleculares muito maiores que 5,9 x 10° Da (Figura 19, Tabela 3).
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Segundo Mano (1985), as moléculas de alta massa molecular penetram nos poros da
matriz da fase estaciondria, passando rapidamente entre 0s espacos intersticiais,
apresentando um menor tempo de retencéo (Tr); diferentemente das moléculas de baixa
massa molecular, que ao penetrarem 0s poros percorrem a coluna lentamente

conferindo, portanto, um maior tempo de retengéo.
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Figura 18. Curva de calibracdo (log MM versus Tr) dos padrdes de dextranas usados

para a quantificacdo de massa molecular das gomas xantana.
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Figura 19. Cromotogramas da separacdo em GPC CLAE-IR das gomas xantana obtidas
no ponto central (1,0 vvm e 500 rpm) (A); nos niveis minimos de aeracdo e agitacdo
(0,5 vvm e 300 rpm) (B); nos niveis maximos (1,5 vvm e 700 rpm) (C); e da goma

xantana padrdo (Sigma) (D).
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A Tabela 14 traz os valores dos coeficientes calculados para a massa molecular
das gomas xantana (Y8, Tabela 3). Verifica-se que, a 95% de confianga, apenas
agitacdo linear teve influéncia significativa sobre a resposta Y8 (p < 0,05).

O sinal negativo do coeficiente X2 (Tabela 14) indica que o aumento na
velocidade de agitacdo induz a producdo de xantana com menores valores de massa
molecular. Logo, fermentacGes conduzidas a baixas velocidades de agitacdo pode
favorecer a producdo de xantana com elevado valor de massa molecular. Segundo
Psomas et al. (2007) a velocidade de agitacdo nao tem influéncia sobre a massa molar

da goma xantana.

Tabela 14. Estimativa de efeitos da aeracdo (X1) e agitacdo (X2) na massa molecular

ponderada das xantanas obtidas (Y8).

Termo Coeficiente p-valor
Constante 26,883 0,001
X1 3,088 0,259
X1*X1 -7,087 0,081
X2 -6,478 0,050
X2*X2 -1,573 0,409
X1*X2 1,06 0,732

Os resultados de Y8, reportados na Tabela 3, indicam que, ao manter a taxa de
aeracdo a 0,5 vvm e aumentar a velocidade de agitacdo de 300 rpm (Ensaio 1) para 700
rpm (Ensaio 2) ocorre uma reducdo de 49,37% na massa molecular ponderada do
polimero. O mesmo comportamento ocorre ao passar do Ensaio 3 para o Ensaio 4,
porém com reducdo de 41,01%. O aumento da velocidade de agitacdo empregada
durante a fermentacdo de glicose por Xanthomonas campestris NRRL B-1459 foi
avaliada por Peters et al. (1989). Os autores concluiram que a variavel influenciou a
massa molecular da xantana, alcangando 6,9 x 10° Da em 200 rpm e 8,6 x 10° Da em
800 rpm. Entretanto, Papagianni et al. (2001) ndo conseguiram correlacionar a massa
molecular da xantana obtida da fermentagdo de glicose por Xanthomonas campestris
ATCC 1395 com a velocidade de agitacdo utilizada durante a fermentagéo, obtendo 5 x
10° Da.
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Embora ndo seja significativa a 95% de confianga, a aeracdo exerce efeito
positivo sobre a resposta Y8. A observacdo € evidenciada ao aumentar a aeracdo de 0,5
vvm para 1,5 vvm mantendo a agitacdo a 300 rpm (Ensaio 1 para Ensaio3) e com
agitacdo de 700 rpm (Ensaio 2 para Ensaio 4) (Tabela 3). Em ambos 0s casos, 0s
polimeros produzidos apresentaram aumento da massa molecular. Neste caso, pode-se
inferir que o uso de altas taxas de aeracdo pode proporcionar a producdo de xantana
obtida da fermentacdo de GRB por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103
com elevada massa molecular.

A ANOVA para os dados de Y8, apresentados na Tabela 15, mostra que o modelo
empirico proposto (Equacéo 17) apresenta valor de R? < 0,8, indicando, portanto, que o
modelo ndo se ajusta devidamente aos dados experimentais, e que mais de 20% do total
das variacdes ndo podem ser explicadas pelo modelo proposto. Além disso, o valor de F
calculado da regresséo foi 4,13 vezes menor que o valor de F tabelado da regresséo.
Portanto o modelo ndo é preditivo a 95% de confianca. Assim, as variaveis
independentes lineares (X1 e X2) e quadraticas (X1 e X22), ndo foram suficientes para
descrever precisamente as respostas Y8 e/ou suas faixas de variacdo ndo foram

adequadas, sendo possivel apenas descrever suas tendéncias.

Tabela 15. Andlise de variancia para a avaliacdo estatistica do modelo referente massa
molecular ponderada das gomas xantana obtidas da fermentacdo de GRB por

Xanthomonas campestris mangiferaeindicae (Y8).

Fonte de Soma dos Graus de Média F calculado F tabelado
Variagéo Quadrados Liberdade Quadrética

Regresséo 0,931 5 0,310 1,22 5,05
Residuo 0,525 5 0,2624

Falta de ajuste 0,478 3 0,159 3,830 19,16
Erro puro 0,046 2 0,023

Total 1,455 10

R? 0,649

Residuo = Falta de ajuste + erro puro

Y8 = 23,683 - 0,116X1 + 0,263X12 + 0,232X2 + 0,060X2? - 0,055X1X2 (Eq. 17)
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Garcia-Ochoa et al. (2000) afirmaram que a composic¢dao do meio fermentativo, a
cepa de Xanthomonas e as condi¢Ges operacionais causam impactos significativos na
estrutura molecular das gomas xantana, produzindo polissacarideos com massa
molecular que podem variar de 2,0 a 20 x 10° Da. Assim, os diferentes valores
encontrados para essa resposta, mostrados na Tabela 3 e Figura 19, podem estar
associados a utilizacdo da GRB como substrato, a bactéria utilizada e as condicdes
operacionais selecionadas neste estudo. Os resultados ainda permitem afirmar que, entre
os resultados do planejamento (Tabela 3), a fermentacdo de GRB por Xanthomonas
campestris mangiferaeindicae 2103 com 500 rpm e 1,0 vvm (ponto otimizado) origina
goma xantana com massa molecular de 29,37 x 10° Da (23,55 min), sendo méxima com
emprego de 1,0 vwvm e 217 rpm (27,79 x 10° Da) (23,63 min.), porém, ambos 0s
resultados sdo inferiores & massa molecular da goma xantana Sigma (49,44x10° Da)
(22,8 min.), que é obtida em condicBes controlada de processo (escala industrial) a
partir da fermentacéo de glicose.

Galindo, Salcedo; Ramirez (1994) reportaram que elevada massa molecular da
goma xantana e a estrutura terciaria conferem a solucdo aquosa deste polissacarideo a
propriedade de ser mais ou menos viscosa. Neste estudo a goma xantana com baixos
valores de TR (maior massa molecular média) foi obtida com 1,0 vvm e 500 rpm (ponto

otimizado), no qual foi verificado méxima viscosidade aparente (262,2 mPa.s).
5.4.6 Degradacdo térmica (Y9)

A variacdo das variaveis independentes X1 (aeracdo de 0,3 a 1,7 vwm) e X2
(agitacdo de 217 a 783 rpm) exercem grande influéncia na estabilidade térmica, de
goma xantana obtida da fermentacio de GRB por Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103, com variagdo de 194,22 a 226,45°C, dependendo das
condicdes utilizadas no processo fermentativo.

Foram realizadas analises termogravimétricas ndo isotérmicas das gomas
xantana resultantes, de acordo com o planejamento experimental (Tabela 3) e da goma
xantana padrdo (Sigma) (Figura 20).
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Figura 20. Cuvras de TG (—) e DTG (---) das gomas xantanas obtidas da fermentacao de
GRB no ponto central (1,0vvm e 500 rpm) (A); com as condi¢des minimas de aeracédo
(0,5vvm) e agitacdo (300rpm) (B), com as condi¢des maximas (1,5 vvm e 700 rpm) (C);
e da Sigma (D).

A anélise das curvas TG/dTG (Figura 20) mostram que as gomas xantana
oriundas da GRB apresentam comportamento similar a curva da goma xantana padrdo
(Sigma), caracterizadas por dois eventos térmico. O primeiro evento térmico (24,80 —
68,71°C), (23,6 — 68,70°C), (22,5 — 82,6°C) e (21,8 — 78,50°C) ocorreu com perda de
aproximadamente 15,70 %, 15,16 %, 12,05 % e 12,80 % de massa referente a
desidratacdo das gomas xantana purificada e liofilizada produzidas no ensaio do ponto
central (1,0 vvm e 500 rpm), nos niveis minimos de aera¢do e agitacdo (0,5 vvm e 300
rpm), nos niveis maximos de aeracdo e agitacdo (1,5 vwvm e 700 rpm) e da xantana
Sigma (Tabela 3). De acordo com Faria et al (2011) a absorcdo de agua pela goma
Xantana é devido a presenca de grupos polares da estrutura, especialmente grupo OH. A
presenca de agua nos polimeros liofilizados pode estar associada a répida absorgéo de
umidade durante a pesagem das amostras, uma vez que o processo de liofilizagdo
aumenta o carater higroscopico do polimero.

O segundo evento (Figura 20) esta relacionado com a perda de massa decorrente
da degradacédo da cadeia polimérica da xantana (VILLETTI et al., 2002; ZOHURIAAN;
SHOKROLAHI, 2004). Assim, a goma xantana obtida da GRB no ensaio do ponto
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central (1,0 vwvm e 500 rpm) e a goma xantana Sigma degradaram no intervalo de
220,41 a 279,56°C e 200,71 a 299,60°C com perdas de massa em torno de 49,92 % e
47,30 % e maximas perdas em 252,95°C e 296,30°C, respectivamente. Assim, a goma
Xantana obtida no ponto otimizado apresenta maior estabilidade térmica do que a goma
xantana Sigma, podendo, portanto, ser utilizada em processos que demandam altas
temperaturas, como o de extrusdo. As xantanas produzidas com os niveis minimos de
aeracdo (0,5 vvm e 300 rpm) e com 0s niveis maximos de aeracdo (1,5 vvm e 700 rpm)
degradaram no intervalo de 198,14 a 292,32°C e de 216,38 a 274,6°C com perdas de
massa correspondente a 48,63 % e 52,61 %, e perdas méximas em 291,12°C e 288,54,
respectivamente.

ZOHURIAAN; SHOKROLAHI (2004) avaliaram eventos térmicos de gomas
naturais e modificadas. A goma xantana comercial (Aldrich) apresentou no primeiro
evento perda de massa de 8,7 % entre 30 e 91,3 °C. O segundo evento apresentou perda
de massa de 41,6 % entre 251,5°C e 330,3°C com méaxima perda em 290,8°C. As
analises foram realizadas até 600 °C, em atmosfera inerte (N2) com fluxo de 10 mL.min’
! e razéo de aquecimento de 20°C.min™, apresentando portanto, similaridade com os
resultados apresentados neste estudo.

Anélises termogravimétricas de gomas xantana obtidas a partir de caldo de cana
foram avaliadas por Faria et al. (2011). As andlises revelaram que o biopolimero
apresentou no primeiro evento perda de 15% de massa entre 30 e 140°C com maxima
desidratacdo a 58°C, enquanto o segundo evento, referente a perda de mais de 40% do
polimero, ocorreu entre 220 e 320°C com méaxima decomposicdo em 283°C. A analise
foi realizada com taxa de aquecimento de 20 °C.min™ sob uma atmosfera de N, a um
fluxo de 30 mL.min™ até 600°C.

A fim de se investigar os possiveis efeitos da aeracdo (X1) e da agitacdo (X2)
sobre a termorresisténcia das xantanas obtidas, foram avaliadas como respostas, as
temperaturas inicial da degradacgdo térmica (Y9) dos polimeros obtidos nosll ensaios
(Tabela 3).

As estimativas dos efeitos realizadas a 95% de confianga compde a Tabela 16,
na qual se observa gque apenas a aeracdo quadratica apresentou efeito significativo sobre
a resposta Y9 (p < 0,05). Tomando como base os dados da Tabela 3 e o sinal do
coeficiente de X2 na Tabela 16, conclui-se que o incremento da aeracdo induz a
producdo de goma xantana com maior resisténcia & degradacgdo térmica. Os resultados

mostram que ao variar a taxa de aeragdo do nivel minimo (0,3 vvm) para o nivel
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méaximo (1,5 vvm) e mantendo a agitagdo em 300 rpm, ocorre um acréscimo de 5,41 %
na temperatura inicial de degradacdo térmica. O mesmo efeito ocorre ao manter a

agitacdo em 700 rpm, porém com aumento de 3,65 %.

Tabela 16. Estimativa de efeitos da aeragdo (X1) e agitacdo (X2) na temperatura inicial
de degradacéo térmica (Y9) das xantanas obtidas da fermentacdo de GRB.

Termo Coeficiente p-valor
Constante 221,661 0,001
X1 8,403 0,109
X1*X1 18,995 0,034
X2 2,035 0,572
X2*X2 -14,930 0,060
X1*X2 -1,665 0,731

Embora a agitacdo ndo tenha efeito significativo a 95% de confianca (p > 0,05),
percebe-se que, mantendo a aeracdo constante, a variacdo da agitacdo do nivel minimo
(300 rpm) para o nivel méximo (700 rpm) resultou em um aumento na temperatura
inicial de degradacdo térmica. Portanto, 0 aumento individual da taxa de aeracdo ou da
velocidade de agitacdo pode favorecer a producdo de goma xantana com maior
estabilidade térmica.

A ANOVA para os dados de Y9, apresentados na Tabela 17, mostram que o
modelo empirico proposto (Equacdo 18) apresentou valor de R® < 0,8, indicando,
portanto, que o mesmo ndo foi bem ajustado aos dados experimentais, e que mais de

20% do total das variacdes ndo podem ser explicadas pelo modelo proposto.

Tabela 17. Analise de variancia para avaliacdo estatistica do modelo referente a

temperatura inicial de degradacdo térmica (Y9).

Fonte de Soma dos Graus de Média F calculado F tabelado
Variagéo Quadrados Liberdade Quadrética

Regressao 796,582 5 265,527 2,436 5,05
Residuo 217,963 5 108,981

Falta de ajuste 180,925 3 60,308 3,256 19,16
Erro puro 37,038 2 18,519

Total 1014,546 10

R® 0,785
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Y9 = 221,662 + 4,201X1 — 9,497X1%+ 1,017X2 - 7,465X2% — 0,832X1X2  (Eq. 18)

O valor de F calculado da regressdo foi 2,1 vezes menor que o valor de F
tabelado da regressdo. Portanto 0 modelo ndo é preditivo a 95% de confianca (Tabela
17). Assim, as variaveis independentes lineares (X1 e X2) e quadraticas (X1% e X2,
ndo foram suficientes para descrever precisamente as respostas Y9, e/ou suas faixas de

variacdo ndo foram adequadas, sendo possivel apenas descrever suas tendéncias.

5.5 Cinética da producdo de goma xantana a partir da fermentacdo de GRB por
Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103

O estudo cinético e avalicdo dos seus parametros foram realizados com os dados
obtidos nas condicdes étimas de aeracdo (0,97 vvm) e agitacao (498 rpm) para producao
de goma xantana a partir da fermentacdo de GRB por Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103.

O consumo de substrato (S) ao longo do processo fermentativo foi determinado
através da curva de calibragdo construida a partir das areas dos picos da GRB versus
concentracdo de GRB separada por GPC CLAE-IR, que gerou a equacdo S = (area do
pico — 1972,3) / 33550, obtida da regressio linear dos dados com R?=0,989.

A Figura 21 mostra a separacdo da GRB antes da fermentacdo, apds 72 h e
depois de 120 horas de fermentacdo por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae
2103.

A Figura 22 apresenta a evolucdo da biomassa (X), formacdo de produto (P) e
consumo de substrato (S) ao longo das 120 horas de fermentacdo. Os perfis
apresentados nesta figura revelam que as curvas referentes a formacdo de biomassa e
produto exibem forma sigmoidal ascendente, enquanto a que se refere ao consumo de
GRB foi decrescente.

Para maiores esclarecimentos a cerca do processo fermentativo, envolvendo a
utilizagdo de GRB por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103, foram
calculados os seguintes parametros: fator de converséo substrato-biomassa (Ys),
produto-biomassa (Yy) € substrato-produto (Y s); velocidade instantanea do consumo
de substrato (rs), da formacdo de biomassa (ry) e da formagdo de produto (rp); €
velocidades especificas de consumo de substrato (ps) de formagdo de biomassa (Ux) e de

formacéo de produto (M), mostrados na Tabela 18.
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Figura 21. Cromatograma (GPC CLAE-IR) da solucdo aquosa de GRB a 2,0 % (m/v)
antes da fermentacédo (A); apds 72h (B); e ap6s 120 horas de fermentacao (C).

As curvas em paralelo aos dados da Tabela 18 mostram que até 48h de
fermentacdo houve crescimento acentuado da biomassa, evidenciado pela méaxima
velocidade instantanea (ry), que foi 0,049 g.L™*h™). A partir de 48 horas de fermentacio
a formacdo de biomassa continuou ascendente, porém com decréscimo de velocidade
instantanea (r,), atingindo o minimo em 120 h (0,024 g.Lh™), que corresponde a
metade da velocidade alcangada em 48 h. Possivelmente, o decréscimo na velocidade

pode estar associado a passagem para a fase estacionaria de crescimento bacteriano.
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Figura 22. Acompanhamento do consumo de substrato e formagdo de biomassa e
produto purificado ao longo de 120 horas de fermentacdo de GRB por Xanthomonas

campestris mangiferaeindicae 2103.

Tabela 18. Pardmetros cinéticos obtidos ao longo de 120 de fermentacdo de GRB por
Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103 nas condi¢des 6timas de aeracdo e

agitacdo (1,0 vvm, 500 rpm, 3,0 L de volume util).

Tempo de fermentacéo

Parametros
inicial 24 48 72 96 120
S (gL 20,27 10,23 9,32 5,78 5,08 0,30
X (gL™) 0,380 1,400 2,760 2,690 3,047 3,250
P (gL 0,113 0,617 1,090 2,780 4,240 5,583
Yyss 0,00 0,102 0,217 0,159 0,176 0,144
Yo 0,000 0,050 0,089 0,184 0,272 0,274
Y pis 0,000 2,026 2,437 0,866 0,646 0,525
rs (gL*h?) 0,000 0,418 0,228 0,201 0,158 0,166
re(gL*h™) 0,000 0,043 0,049 0,032 0,028 0,024
rp,(gL*h?) 0,000 0,021 0,020 0,037 0,043 0,046
ts (h™) 0,387 0,155 0,044 0,062 0,028 0,011
Hy (h™) 0,112 0,035 0,010 0,000 0,000 0,000
W, (h) 0,009 0,010 0,016 0,023 0,000 0,000

X = Biomassa; S = Substrato; P = Produto; Y ,s= Fator de conversao substrato-biomassa; Yy, = Fator de
conversdo produto-biomassa; Yps = Fator de conversdo substrato-produto; rs= Velocidade instantanea de
consumo de substrato; rx = Velocidade instantanea de formacéo de biomassa, rp = Velocidade instantanea
de formacdo de produto; px= velocidade especifica de formagdo de biomassa; s = velocidade especifica

de consumo de substrato.
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Com relacdo a formacdo de produto (P) (Tabela 18), nota-se que foi mais
acentuada ap6s 48h (1,09 g.L™?), atingindo o méximo em 120 h (5,583 gL™). Ao longo
desse periodo (48-120h) foram consumidos 98,52 % do total de substrato. No entanto, o
comportamento da curva P leva a compreender que, nas primeiras 48h o consumo foi
mais direcionado ao crescimento celular e apds esse periodo, mais direcionado a
formacdo de produto. Ao analisar a evolugdo das velocidades instantaneas rx e rp,
observa-se que, até 48h de fermentacdo, a r, (0,020 g.L1.h"") foi mais de duas vezes
menor que a ry (0,049 gL*h™); por outro lado, entre 48 e 120h ocorreu decréscimo de
51,02 % em ry contra um acréscimo de 56,52 % em rp,.

WOICIECHOWKI (2001) afirma que baixos valores de (Yx;s) indicam que mais
substrato estard disponivel para formacdo de produto. Portanto, para formacgdo de
produto, quanto menor o coeficiente (Yx;s) melhor sera o processo. Os dados referentes
a esses fatores (Tabela 18) mostram que houve uma evolucdo desses valores, com
maximo em 48h (0,217). A partir desse momento ocorreu decréscimo dos valores de
Y x;s com minimo em 120h (0,144).

O fator de conversdo Y x;s obtido neste estudo, ao final da fermentacdo (0,144), é
considerado baixo, quando comparado aos valores obtidos pela fermentacdo da sacarose
por cepas de Xhanthomonas campestris, por outros autores. Serrano-Carreon et al.
(1998) obtiveram 0,33, Letisse et al. (2001) 0,31, Pinches e Pallent (1986) 0,81 e Weiss
e Ollis (1980) 0,50, porém, maior do que os valores encontrados por Rottava (2005) e
Garcia-Ochoa et al. (2000) de 0,04 e 0,07, respectivamente.

Ao final do processo, o fator de conversdo de substrato em produto Ypss foi em
torno de 3,6 vezes maior que o fator de conversdo de substrato em biomassa. Esta
observacdo mostra que Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103, utilizada nas
condicdes deste estudo, apresenta excelente capacidade de utilizar a GRB para a sintese
de goma xantana.

O valor do coeficiente Yps obtido em 120 h de fermentacdo de GRB por
Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103 (0,525) foi superior ao relatado por
Ramos (2011), que obteve 0,262 utilizando Xanthomonas campestris XC02 para
fermentar efluente da inddstria de petroleo e por Rottava (2005), que obteve 0,422
utilizando Xanthomonas campestris pv. Campestris (68-07) para fermentar sacarose.

Os comportamentos relativos das fungfes pu = p (t), mostradas na Figura 23 e
Tabela 18 fornecem a base para classificagéo dos processos fermentativos, proposto por
Gaden (1955).
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Figura 23. Estimativa do tipo de processo fermentativo baseado no comportamento das
velocidades especifica (1) ao longo de 120 de fermentacéo.

Os perfis das velocidades especificas de consumo de GRB (Us), producdo de goma
xantana (Yp) e formacdo de biomassa (px) revelam que, no inicio do processo a
velocidade especifica de consumo de GRB esta diretamente relacionada & velocidade de
formacdo de biomassa, ndo havendo praticamente producdo de goma xantana; apos 48h
de fermentacdo, observa-se uma melhor correlacdo entre os perfis das trés velocidades
especificas. De acordo com Garden (1955), esses perfis sdo tipicos de fermentagdes em
que a formacdao de produto esta parcialmente associada ao crescimento bacteriano. Além
disso, sua formacdo ndo estd diretamente ligada ao caminho metabdlico produtor de

energia.

5.6 Influéncia da natureza e concentracgéo de sais na viscosidade aparente da goma

xantana produzida nas condigdes otimizada

Neste estudo foi utilizada a goma xantana purificada, produzida por
Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103 a partir da fermentacdo de GRB com
1,0 vwm de aeracdo e 500 rpm de agitacdo, uma vez que esta foi a combinacao
otimizada para a méaxima viscosidade aparente a 0,5% (m/v) do biopolimero. As

avaliacOes foram baseadas nas medidas da viscosidade de solugdes aquosa e salinas
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(KCI, CaCl; e FeCls) de goma xantana a 0,5 % (m/v) em diferentes temperaturas. As
solucBes salinas foram preparadas a 0,1 e 0,01 % (m/v) de cada sal. Os indices de
consisténcia (K) e fluxo (n) foram obtidos através do ajuste dos dados ao modelo de
Ostwald-de-Waele com R? superior a 0,98, em todos 0s casos.

Os resultados da Tabela 19 mostram que a adi¢do de KCI resulta na diminuigéo
da viscosidade aparente das solu¢es de xantana em todas as temperaturas. A 25°C a
adicdo de 0,1 % e 0,01 % de KCI causa uma reducdo de viscosidade em torno de 14,35
% e 19,65 % em relacdo a solucdo de xantana sem sal, respectivamente; enquanto a
85°C a reducdo foi menos acentuada, 4,88 % e 9,65 %, respectivamente.

Mesmo configurando reducdo na viscosidade em relacdo a goma xantana sem
sal, a adicdo de CaCl, apresentou menores efeitos na viscosidade quando comparada
com a adicdo de KCI. A 25°C solucdo com 0,1% e 0,01% de CaCl, causou uma reducgéo
em torno de 6,96% e 12,26% em relagdo a xantana sem sal (controle), respectivamente.
Contudo, a 85°C a adi¢do de CaCl, a 0,1 e 0,01% apresentou reducdo de 12,93% e
13,94%.

Tabela 19. Influéncias de sais mono, bi e trivalente, em diferentes concentragdes, na
viscosidade aparente da goma xantana oriunda da GRB nas condicGes 6timas.

Sais (%) Viscosidade aparente (mPas)*

K* Ca* Fe" 25°C 45°C 65°C 85°C
0 0 0 254,56 214,76 156,65 135,83
0,1 218,02 183,94 138,62 129,19
0,01 204,53 170,17 129,03 122,72
0,1 236,82 200,87 146,92 118,26
0,01 223,35 187,04 144,64 116,89
0,1 285,27 243,17 181,11 158,84
0,01 279,60 234,52 175,36 143,79

A andlise desses resultados permite verificar que a adicdo de sais mono e
bivalentes contribuem para a reducgéo da viscosidade aparentes das solucGes de xantana

produzidas com GRB por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103, sendo este
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efeito mais acentuado com adi¢do de KCI, e em ambos os sais a 0,01 %. De acordo com
Luporini e Bretas (2011) a presenca de ions monovalentes formam ligaces cruzadas
fracas. Logo, o comportamento do biopolimero na presenca dos ions mono e bivalentes
pode estar associado a baixa interacdo intermolecular.

Segundo Milas; Rinauto (1986) sais divalentes como CaCl, e MgCl, sdo mais
efetivos no aumento da temperatura de transicdo que os sais monovalentes. Entretanto, a
85°C o uso do KCI proporcionou maior estabilidade a viscosidade, quando comparada
com a reducéo causada pelo uso de CaCl;, na solugéo.

A queda na viscosidade das solucbes de goma xantana com 0 aumento da
temperatura também foi observado por Borges et al. (2009). Segundo os autores,
solucdes aquosas de xantanas comerciais apresentaram menores guedas com aumento
da temperatura, sendo atribuida a presenca de elevados teores de sais bivalentes.

Xie e Lecourtie (1992) apud Borges et al. (2009) avaliaram o comportamento
reoldgico de uma suspensao de argila com xantana comercial, em presenca de NaCl ou
CaCl,. Os resultados mostraram que baixas concentragdes de NaCl (0,01%) néao
resultam em variacdo de viscosidades entre 30 e 70°C, contudo, em 90°C a viscosidade
sofreu reducdo. Com utilizando CaCl, ocorreu decréscimo da viscosidade em menor
relevancia.

O uso de FeCls, ao contrario do KCI e CaCl,, causou aumento da viscosidade
aparente das solucdes com 0,5% de goma xantana, conforme mostrado na Tabela 19. A
25°C, as solucdes preparadas com 0,1 e 0,01% de FeCls, quando comparadas com a
solucdo aquosa de goma xantana sem sal (controle), exibiram acréscimo de 10,76 % e
8,95 %, respectivamente. A 85°C chegou a apresentar viscosidade em torno de 14,48 %
e 5,53 % superior a da solucdo aquosa de goma xantana. Nesse caso, constata-se que a
utilizacdo do sal trivalente (Fels) contribui para o aumento da viscosidade aparente da
solucdo de goma xantana, sendo mais significativo o uso de 0,1 %. O efeito causado
pela adicdo de sal trivalente gera a expectativa de aplicacdo da goma xantana obtida
com GRB por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103 em processos que
requer alta viscosidade e altas temperaturas. De acordo com Monteiro et al. (2004)
comumente, durante a perfuracdo de pocos a temperatura varia entre a ambiente na
superficie, até 60°C no fundo do pogo. Porém em alguns pogos pode chegar a valores
acima de 150 °C.

A Figura 24 mostra o efeito de diferentes temperaturas (25, 45, 65 e 85°C) no

indice de fluxo (n) das solugdes na taxa de cisalhamento de 25 s™. Nota-se que todas as
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solucBes apresentam comportamento pseudoplastico (n < 1). No entanto, 0 aumento da
temperatura causou diminuicdo da pseudoplasticidade de todas as solucdes,

independente da natureza e concentracao do sal.

——K+(0,1%) —a—K+(0,01%) ——Ca+2 (0,1%)
—<—Ca+2 (0,01%) —x—Fet+3 (0,1%) —e—Fe+3 (0,01%)
——Xantana pura

25 35 45 55 65 75 85 95
Temperatura (°C)

Figura 24. Influéncia da temperatura no indice de fluxo das solugdes aquosa e salinas
da goma xantana obtida por fermentacdo de GRB com Xanthomonas campestris

mangiferaeindicae 2103 no ponto 6timo (1,0 vvm e 500 rpm).

Os dados revelam que, independente da temperatura, as solucbes preparadas
com sais mono (KCI) e bivalentes (CaCl,) apresentam diminuicdo da
pseudoplasticidade em relacdo as solucdes sem adicdo de sais (controle), sendo este
efeito mais acentuado nas solugdes salinas mais diluidas (0,01%). A adicdo de sal
trivalente (FeCls) contribui para o aumento da pseudoplasticidade das solugdes, sendo
mais significativa a adicdo de 0,01% até 65°C. De acordo com Borges et al. (2009) para
aplicacdo em fluido de perfuracdo de pogos sdo desejaveis baixos valores de n, uma vez
que facilita a injecdo do fluido, além de melhorar a taxa de perfuracéo.

De acordo com Dario et al. (2011) o parametro K (Pa.s") indica o grau de
resisténcia do fluido diante do escoamento, em outras palavras, quanto maior o valor de
K maior sera a viscosidade do fluido. A Figura 25 mostra o efeito de diferentes

temperaturas (25, 45, 65 e 85°C) nos valores de K das solugdes aquosa e salinas.
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Figura 25. Influéncia da temperatura no indice de consisténcia (K) das solucdes aquosa
e salinas da goma xantana produzida por fermentacdo de GRB por Xanthomonas
campestris mangiferaeindicae 2103 no ponto otimizado (1,0 vvm e 500 rpm).

Em todas as avaliacBes 0 aumento da temperatura contribuiu para o decréscimo
do valor de K e consequentemente da viscosidade aparente das solugbes. Este
decréscimo estd associado a mudanc¢as na conformacdo da molécula de xantana, que
com o0 aumento da temperatura passa de ordenada para desordenada (MILAS;
RINAUDO, 1979; MEDEIROS et al. 2000; STHERLAND, 1996). Machado (2002)
menciona que elevado valor de K é desejado para fluidos de perfuracdo, uma vez que
altas viscosidades séo requisitadas para manter os cascalhos em suspensdo durante a

perfuracao.
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6 CONCLUSOES

Os resultados das fermentacdes de 2,0% de GRB minimamente suplementada com

0,1% de K;HPO, por xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103, em diferentes

aeracdes (0,5 — 1,5 vvm) e agitacdes (300 — 700 rpm) conduzidas em biorreator de 4,5L

a 28°C, obtidos levaram as seguintes conclusdes:

A producgédo de goma xantana foi influenciada individualmente, pela velocidade
de agitacdo, sendo a producédo favorecida com utilizacdo de baixas agitacfes. A
otimizacdo para esta resposta apontou 0,97 vvm e 498,00 rpm como combinacéo
para maximizar a producéo de xantana em até 5,59 gL ™.

A concentracdo de biomassa seca foi influenciada, individualmente, pela aeragéo
e pela agitacdo, sendo favorecida com baixas velocidades de agitacdo ou
aumento na taxa de aeragdo. A otimizagdo indica o emprego de 1,05 vwm e
484,75 rpm para maximizar a concentracdo de biomassa em até 3,26 gL ™.

O aumento individual da velocidade de agitacdo resultou na reducdo da
viscosidade aparente das solucdes de xantana; enguanto que o aumento na
aeracdo induziu aumento da viscosidade. A otimizacdo desta resposta indicou
condigdes similares a do ponto central (1,05 vvm e 497,60 rpm) como condig¢des
Otimas para obter maxima viscosidade aparente (255,40 mPa.s) das solucdes de
xantana a 0,5% (m/v), medidas a 25°C e 25s™.

Taxas de aeracdo baixas favorecem o aumento no teor de glicose e manose da
cadeia de goma xantana, além desta condicdo, o aumento individual na
velocidade de agitacdo resultou no aumento no teor de manose e reducéo no teor
de glicose. A concentracdo de acido glucurénico tende a aumentar com emprego
de baixas agitacdes, enquanto a concentracdo de acido piravico foi influenciada
significativamente pela agitacdo, sendo favorecida nas condicdes inferiores da
variavel agitagdo. Além disso, o teor de acido piravico influencia diretamente na
viscosidade da goma xantana obtida da fermentacdo de GRB por Xanthomonas
campestris mangiferaeindicae 2103.

A massa molecular ponderada das gomas xantana obtida da fermentacdo de
GRB por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103 foi influenciada

significativamente pela velocidade de agitacdo, apresentando maiores massas
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com baixas agitacGes. Além disso, 0 aumento da taxa de aeracao contribui para o
aumenta da massa molecular da goma xantana.

e Incrementos na aeracdo ou na velocidade de agitacdo induz a producdo de goma
xantana obtida da fermentacdo de GRB por Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103 com indicativo de alta termorresisténcia.

e Os fatores de conversdio mostraram que a Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103 apresentou excelente capacidade de utilizar GRB para
sintese de xantana nas condigdes do ponto étimo, além disso, 0 comportamento
das velocidades especificas (1) ao longo do tempo indicou que a producdo da
goma xantana esta parcialmente associada ao crescimento celular.

e A adicdo de sais mono e bivalentes contribuiram, respectivamente, para a
reducdo de até 19,65 e 12,26% na viscosidade das solu¢bes de gomas xantana;
por outro lado, a adicdo de sal trivalente conferiu aumento de até 10,76% na

viscosidade aparente da goma xantana obtida na condi¢do 6tima.

Portanto, as variacbes de aeracdo e agitacdo na fermentacdo de GRB por
Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103, exerce grande influéncia na
producédo e propriedades das gomas xantana resultantes como: Viscosidade aparente,

composicao quimica, massa molecular e estabilidade térmica.
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