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Resumo

Nas ultimas décadas, muitos esforcos tém sido realizados na tentativa de substituir os
polimeros convencionais pelos biodegradaveis. Assim, faz-se necessario conhecer,
sintetizar e caracterizar estes biomateriais. A goma xantana (GX) é um expolissacarideo
obtido por Xanthomonas, e é amplamente usado como espessante, dispersante e
emulsificante. A maioria das embalagens utiliza matriz polimérica derivado do petroleo.
Filmes a base de matriz biodegraddvel exibem caracteristicas fisicas apropriadas,
porem, sdo quebradicos. Neste contexto, surge a proposta de se incorporar
microparticulas para conferir melhorias nas propriedades mecénicas. O objetivo do
presente trabalho consiste em produzir simultaneamente GX e microfibrilas de celulose
a partir do cultivo de quatro cepas distintas de Xanthomonas em meio contendo bagaco
de cana (BC), assim como avaliar o efeito da aplicacdo desta goma microfibrilada como
aditivo de reforgco mecanico de filmes de amido. Das cepas estudadas a X. campestris
pv. campestris 254 apresentou o melhor desempenho, produzindo 22,048 g L™ de GX
utilizando a partir da sacarose e 8,54 g L™ a partir de BC, 0 que representa,
respectivamente, 55,12 % e 22,25 % da bioconversdo das fontes de carbono, a 28°C e
250 rpm por 120 h, em Shaker. A viscosidade mé&xima encontrada foi de 120,3 mPa.s
(0,5 % xantana, 25°C, 25s™*) para BC como substrato alternativo. Assim, a selecdo de
cepas € um fator importante para maximizar a producéo e viscosidade bem como avaliar
a qualidade da goma obtida. A influéncia da variacdo da concentracdo do BC foi
avaliada nas seguintes concentragdes: 2, 4, 6, 8 e 10 % (m/m) a 28°C, 250 rpm ap6s 120
h em Shaker. A utilizacdo de 4% (m/m) de BC apresentou melhores resultados de
producdo e propriedades da goma xantana. Nesse estudo foi possivel constatar a
presenca de microfibrilas de celulose do (BC) na estrutura da GX por microscopia
eletronica de transmissdo. A producdo de xantana em biorreator de 1,5 L foi
influenciada, individualmente, pela aeracdo e agitacdo, sendo favorecida em baixa
aeracdo ou elevada agitacdo. A maxima producéo (7,62 g L) obtida a 700 rpm e 1,0
vvm. O aumento da velocidade de agitacdo no bioprocesso possibilitou o aumento da
viscosidade das solucdes de xantana (0,5 %), sendo a maior de 123,80 mPa.s, atingida
com 700 rpm e 1,0 vvm . Os modelos empiricos obtidos para a producgéo e viscosidade
das gomas xantana apresentaram um bom ajuste aos dados experimentais, porém, 0s
modelos nao foram preditivos. Foram elaborados e caracterizados filmes flexiveis a base
de amido de mandioca (4 %) com a incorporacdo de goma xantana microfibrilada obtida
em biorreator (0,00- 0,05 %) utilizando glicerol (0,79-2,00 %) como plastificante o por
casting. Para fins comparativos foi elaborado um filme flexivel sem a adi¢do de goma
xantana e (Controle — 4,0 % de amido e 1,5 % de glicerol). Os resultados de umidade
mostraram que 0 aumento da concentracdo de goma xantana favorece o aumento da
umidade no filme. Assim, a menor porcentagem de umidade (12,14 %) foi obtida com
1,0 % de glicerol e 0,015 % de goma xantana. Para a resposta de atividade de agua
observou-se que 0 aumento da concentracdo de glicerol proporcionou 0 aumento da
umidade nos filmes. Sendo a menor resposta (0,625) obtida a 1,5 % de glicerol e 0,05 %
de goma xantana. Os modelos obtidos para umidade e atividade de agua néo
apresentaram bom ajuste e ndo sdo preditivos. Conclui-se que, a cepa
de Xanthomonas 254 apresentou melhor adaptacdo ao meio contendo bagaco de cana,
sendo capaz de produzir goma xantana impregnada de microfibrilas, podendo assim,
ser empregada em filmes biodegradaveis proporcionando melhores propriedades
mecanicas.



Abstract

In recent decades, many efforts have been made in an attempt to replace conventional
polymers by biodegradable. Thus, it is necessary to understand, synthesize and
characterize these biomaterials. Xanthan gum (XG) is an expolissacarideo obtained
Xanthomonas, and is widely used as a thickener, emulsifier and dispersant. The majority
of packaging uses polymeric matrix derived from petroleum. Films to biodegradable
matrix based exhibit appropriate physical characteristics, however, are brittle. In this
context, there is the proposal to incorporate microparticles to impart improvements in
mechanical properties. The aim of this work is to produce both XG and cellulose
microfibers from the cultivation of four different strains of Xanthomonas in medium
containing bagasse (BC) and to evaluate the effect of the application of microfibrillated
gum as mechanical reinforcement additive starch films. Strains of X. campestris pv.
campestris 254 showed the best performance, produced 22.048 g L™ GX from sucrose
and 8.54 g L™ from BC, representing 55.12 % and 22.25 % respectively of the
bioconversion of sources carbon at 28 °C and 250 rpm for 120 h in Shaker. The
maximum viscosity was 120.3 mPa.s (0.5 % xanthan, 25 °C and 25 s™) to BC as an
alternative substrate. Thus, the selection of strains is an important factor to maximize
production and viscosity, as well as, evaluating the quality of the gum obtained. The
influence of varying the concentration of CB was evaluated in the concentrations: 2, 4,
6, 8 and 10 % (w/w) at 28, 250 rpm after 120 h in shaker. The use of 4 % (w/w) of BC
showed better production and properties of xanthan obtained. In this study, were
determined the presence of cellulose microfibers from BC in the GX structure by
transmission electron microscopy. The xanthan production in a bioreactor of 1.5 L was
influenced individually by aeration and agitation, being more favored in low aeration or
high shear. The maximum production (7.62 g L™) obtained at 700 rpm and 1.0 vvm.
Increasing the agitation possible to increase the viscosity of xanthan solutions (0.5%),
with the largest 123.80 mPa.s reached 700 rpm and 1.0 vvm. The empirical models
obtained for the production and viscosity of xanthan gum showed a good fit to the
experimental data, but the models were not predictive. Were prepared and characterized
the flexible films of cassava starch base (4 %) with the addition of microfibrillated
xanthan gum obtained in bioreactor (0.00 — 0.05 %), using glycerol (from 0.79 to 2.00
%) as plasticizer by the casting. For comparative purposes was prepared a flexible film
without the addition of xanthan gum and (Control - 4.0% starch and 1.5% glycerol).
Results of moisture show that the concentration of xanthan gum promotes increased
moisture in the film. Thus, less moisture percentage (12.14 %) was obtained with 1.0 %
glycerol and 0.015 % xanthan gum. For the water activity response was observed that
increasing the glycerol concentration afforded the increased moisture in the film. It is
the smallest response (0.625) obtained at 1.5 % glycerol and 0.05 % xanthan gum. The
models obtained for moisture and water activity did not show good fit and are not
predictive. In conclusion, the strain of Xanthomonas 254 showed better adaptation to
the medium containing bagasse, being able to produce xanthan gum impregnated with
microfibriles and can thus be used in biodegradable films providing better mechanical
properties.
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Figura 18: Microscopia eletronica de transmissdo da goma xantana Sigma em 0,5 um (A), goma xantana
obtida pela cepa de Xanthomonas 254 com sacarose 0,2 um (B), e a goma xantana obtida pela cepa de
Xanthomonas 254 com bagaco 0,2 um (C e D). 86

Figura 19:Cromatogramas (CLAE-IR) mostrando a distribuicdo da massa molecular da goma xantana
obtida com bagacgo de cana (A), com Tr = 22,97 min, e a Microscopia eletronica de transmissdo (B) da
fracdo do segundo pico coletado das microfibrilas de celulose, com Tr= 43,40 min, da injecdo da goma
xantana obtida pela cepa de Xanthomonas 254 com o bagago de cana como fonte de carbono em 100nm.
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Figura 20: Difratogramas do bagago de cana-de-aglicar, goma xantana Sigma, goma xantana obtida com
bagaco de cama e a cepa 254, goma Xxantana obtida com sacarose e a cepa 254 e celulose. 88

Figura 21: Producdo de goma xantana por X. campestris pv. campestris 254 empregando diferentes
concentracdes de bagaco de cana. As barras de variacdo correspondem a um intervalo de confianca de
95%. 90

Figura 22: Viscosidade aparente de solugdes de goma xantana (0,5% m/v) derivada do bagaco de cana
25°C (A), 45°C (B), 65°C (C) e 85°C (D) em diferentes concentragdes de bagago 2% ({1 ), 4% (O ), 6% (
/\ ), 8% (%) and 10% (<). 92

Figura 23: TGAA (linha solida) e DTGAA (linha pontilhada) curvas de goma xantana obtidas com
diferentes concentracdes de bagaco: 2 %; 4 %,6 %; 8 %, 10 % e Sigma. 96

Figura 24: Espectros de FTIR de gomas xantana produzida utilizando diferentes concentragdes de bagago
de cana (2%, 6%, 8% e 10%) e Xanthomonas 254. 98

Figura 25: Comportamento da viscosidade aparente das gomas xantanas a 0,5% (m/v), 25°C a 85°C e taxa
de cisalhamento de 25 a 1000 s-1 obtidas nos quatro ensaios (E3, E4, E6 e E7) a partir das diferentes
combinacg6es de aeracéo e agitacdo utilizando bagago de cana e X. campestris 254. 101

Figura 26: Cromatogramas das separagdes por GPC CLAE — IR a) nanowhiskrs de bagaco de cana; b)
celulose microcristalina (CMC), obtidas nos Ensaios E3; E4; E6 e E7. 107

Figura 27: Cromatogramas CLAE-IR de adrdes de glicose e manose; b) goma xantana Sigma; c) Gomas
xantana obtidas nos ensaios E3; d) E4; d) E6; €) E7. 110

Figura 28: Cromatogramas CLAE-IR de a) padrdes de acido glucurbnico e acido pirdvico; b) goma
xantana Sigma; ¢) e Gomas xantana obtidas nos ensaios E3; d) E4; e) E6; f) E7. 111
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Ensaios 3, 4, 6 e 7 em biorreator de 1,5 L. 114
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Capitulo 1

1. Introducgéo

Os Dbiopolimeros microbianos possuem uma grande fatia do mercado
biotecnologico, sendo o0s principais a goma xantana e a goma dextrana, as quais podem
ser produzidas por diferentes microrganismos.

A goma xantana (GX) é um heteropolissacarideo obtido pela fermentacdo de
Xanthomonas, e é amplamente usado como espessante, dispersante e emulsificante (XIE
et al, 2014; KENNEDY & BRADSHAW, 1984). E produzida a partir de algumas
espeécies de bactérias fitopatdgenas do género Xanthomonas sp. (KOGAN et al, 2006).
Possuem caracteristicas de elevado interesse industrial como pseudoplasticidade, alta
viscosidade em baixas concentragdes e solubilidade que sdo vistas como grande
interesse na industria alimentar, farmacéutica ou mesmo na recuperacdo avancada de
petréleo (GARCIA-OCHOA, 2000).

As propriedades da goma xantana sdo determinadas por sua composigéo
quimica, arranjos e ligacdes moleculares (MEYER et al., 1993; GARCIA-OCHOA et
al., 2000).

As fontes de carbono mais comumente empregadas na sintese da goma xantana
sdo os carboidratos como amido, hidrolisado de amido, xarope de milho, glicose e
sacarose. Os principais produtores de xantana séo Merck, Kelco, e Pfizer nos Estados
Unidos; Rhoéne Poulenc, Mero-Rousselot-Santia e Sanofi-EIf na Franca; Saidy
Chemical na China; e Jungbunzlauer na Austria (GARCIA-OCHOA et al., 2000;
PRADELLA, 2006).

O processo fermentativo utilizado para a producdo de goma Xxantana é
influenciado principalmente pelas condi¢bes de cultivo, meios de fermentacdo e
linhagens, que interferem no rendimento e estrutura da goma produzida (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

As condigdes operacionais influenciam o rendimento bem como a qualidade da
goma xantana e as caracteristicas do caldo (BORGES et al., 2009; GARCIA-OCHOA
et al., 2000; SILVA et al., 2008).

Nas Ultimas décadas tém sido muito incentivada uma crescente valorizagdo de
residuos através do aproveitamento em diversas atividades podendo contribuir
positivamente para a minimizacdo da poluicdo ambiental, bem como permitir a

valorizacdo econdmica desses residuos que, até entdo, eram considerados simplesmente
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como descartaveis. Diversos processos sdo desenvolvidos para utilizagdo desses
materiais, transformando-os em compostos quimicos e produtos com alto valor
agregado (DAMASCENQO et al., 2003).

A cana-de-aclcar (Saccharum officinarum, L.) é uma planta de suma
importancia para a economia brasileira, pois é grande geradora de empregos e de
energia via industrializacdo desta em acucar e &lcool. Como consequéncias do
processamento industrial da cana sdo produzidos residuos, entre eles o bagaco,
responsavel por 25 a 30% em peso da cana moida, ou seja, um residuo da ordem de 74 a
88 milhdes de toneladas de bagaco. O bagacgo de cana contém de 25 a 40% de celulose e
0 restante de hemicelulose (20 a 35%) e lignina (15 a 35%) (COWLING & KIRK,
1976), podendo ser utilizado em processos fermentativos como fonte de carbono.

A goma xantana sintetizada a partir desses residuos precisa ser caracterizada
para avaliar seu potencial uso na area industrial. Dentre as propriedades avaliadas tem-
se a composic¢do quimica e principalmente viscosidade aparente e viscoelasticidade.

A preocupacdo com o ecologicamente correto tem resultado em um renovado
interesse pelo natural, materiais reciclaveis e materiais baseados em fontes renovaveis, e
consequentemente questdes tais como materiais seguros, de baixo impacto ambiental e
de fécil eliminagdo para 0 meio ambiente comegam a ser importantes. Por essas razoes,
componentes materiais tais como fibras naturais e polimeros biodegradaveis sédo
considerados uma alternativa “interessante” para o desenvolvimento de novos
compésitos biodegradaveis (biocompdsitos) uma vez que sdo ambientalmente seguros
(AVEROUS & LE DIGABEL, 2006).

Filmes flexiveis a base de amido de mandioca proposto neste estudo vém sendo
desenvolvidos com sucesso e exibem caracteristicas apropriadas, entretanto, os filmes
sdo quebradicos com propriedades mecanicas inadequadas. Por outro lado, sabe-se que
componentes como a glicerina e a goma xantana sdo utilizados como plastificantes com
outras matrizes poliméricas de embalagens biodegradaveis (SUN et al., 1999; CHILLO
et al., 2008).

Nesse contexto, a busca de rotas alternativas para viabilizar processos
biotecnologicos torna-se cada vez mais recorrente. Por isso, este trabalho visa utilizar o
bagaco de cana-de-acucar como fonte alternativa para a producdo de xantana, posto que,
a composicdo quimica deste residuo apresenta teores de sacarose e sais minerais
satisfatorios, além de glicose oriunda da celulose, o que lhe confere valor nutritivo e

excelente meio para fermentagdo. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi selecionar
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linhagens de bactérias para bioconverter o bagaco-de-cana em goma Xxantana
microfibrilada em agitador rotatorio (Shaker) e selecionar as variaveis de maior
importancia na producdo em biorreator através de um planejamento fatorial, assim
como, fazer a caracterizacdo térmica, reoldgica e de composicdo quimica e massa

molecular, das gomas obtidas e aplica-las em filmes flexiveis biodegradaveis.
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Capitulo 2

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Produzir simultaneamente goma xantana e microfibrilas de celulose a partir do
cultivo de bagacgo de cana por Xanthomonas, assim como avaliar o efeito da aplicagéo
desta goma microfibrilada como aditivo de refor¢go mecéanico de filmes de amido.

2.2. Objetivos especificos:

e Determinar a composicdo centesimal do bagaco de cana-de-agUcar

utilizado como substrato alternativo para obtencéo de goma xantana;

e Selecionar linhagens de Xanthomonas nativas que produzem goma
Xantana a partir do bagaco de cana em Shaker com propriedades reoldgicas de interesse
para as mais variadas aplicagoes;

e Avaliar o efeito da variacdo da concentracdo de bagaco de cana-de-
acucar na producdo e viscosidade das gomas xantana resultantes;

e Avaliar a influéncia dos efeitos da aeracdo e velocidade de agitacdo nas
propriedades das gomas xantanas produzidas por Xanthomonas com bagaco de cana em
biorreator de 1,5 L em funcdo da producdo, viscosidade aparente das solugdes aquosa,
composicdo quimica, bem como na massa molecular e estabilidade térmica dos
biopolimeros obtidos;

e Preparar e caracterizar filmes flexiveis de amido de mandioca com goma
xantana obtida pela fermentagéo de bagaco de cana e Xanthomonas, como aditivo;

e Identificar o efeito da adicdo de goma xantana microfibrilada nas
propriedades de filmes flexiveis de amido e glicerol.

Este trabalho esta estruturado em 6 capitulos, sendo o Capitulo 1 a Introducdo.
No Capitulo 2 estdo os objetivos do trabalho. O Capitulo 3 é o capitulo da Revisao
Bibliografica, onde sdo reportados 0s pressupostos tedricos que orientam todo o
desenvolvimento experimental do trabalho. No Capitulo 4 estdo descritas as
metodologias empregadas para a selecdo de linhagens e o delineamento estatistico para

avaliar a influéncia da agitacdo e aeracdo na producdo de goma xantana, bem como a
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aplicacdo do biopolimero em filmes flexiveis de amido de mandioca. No Capitulo 4
estdo os resultados e discussdo. No Capitulo 5 séo apresentadas as Conclusdes.
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Capitulo 3

3. Revisado Bibliografica

3.1. Goma Xantana

A goma xantana € um exopolissacarideo natural e de grande importancia para a
indUstria de polimeros, sendo descoberta em 1950 pelo Northern Regional Research
Laboratories (NRRL) do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. O Polimero
B-1459, ou goma xantana, produzido pelas bactérias Xanthomonas campestris NRRL
B-1459 foi muito estudado por causa das suas propriedades como espessante e
estabilizante (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Xanthomonas é um género da familia das Pseudomonaceae. Todos o0s
organismos deste género sdo patogénicos para as plantas. As Xanthomonas (Figura 1)
infectam uma grande gama de plantas incluindo algumas de interesse da agricultura,
como por exemplo: repolho, alfafa, feijdo, etc (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Ao
atacar citros, verduras e cana-de-aclcar devido a alta producdo de exopolissacarideo,

impede o fluxo de nutrientes no caule da planta, causando doencas.

Figura 1: Placa contendo col6nias da bactéria Xanthomonas, com a produgdo do muco (TIMMER et
al. 2000).

Uma das mais sérias bacterioses de cultivos vegetais é a Podriddao Negra (Figura
2), causada pelo X. campestris pv. campestris. Essa doenga pode ser observada em
qualquer estagio de desenvolvimento da planta e caracteriza-se por veias nas folhas que

se tornam amarelas e negras. E de desenvolvimento rapido, propagando-se em poucas
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semanas, levando a planta a morte e, consequentemente, a grandes perdas econémicas
(OLIVEIRA et al., 2000; AZEVEDO et al., 2002).

Pelo fato de possuir propriedades reologicas unicas, a goma xantana vem sendo
amplamente utilizada como agente suspensivo, espessante, emulsionante e estabilizante
(NITSCHKE et al., 2001). E completamente solvel em agua fria ou quente, apresenta
elevada viscosidade em baixas concentracdes e apresenta excelente estabilidade ao calor
e pH. A viscosidade de suas solucdes apresenta pouca variacdo entre 0 e 100°C e pH de
1a 13 (NACHTIGALL et al., 2004).

Figura 2: Podridao negra causada pela bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris em repolho.
Fonte: Google/imagens/Xanthomonas campestris (07/12/2012).

Muitos estudos tém sido conduzidos com o propoésito de selecionar novas
linhagens altamente produtoras, meios de cultivo, fontes de carbono e processos de
extracdo e purificacdo de xantana, buscando reducdo dos custos e maximo rendimento
da goma de alta qualidade, devido a dependéncia clara entre linhagens usadas,
rendimento e propriedades da goma xantana. Assim, a selecdo da linhagem precisa ser o
primeiro passo para um processo especifico de producio (LOPEZ et al., 2001;
HASSLER & DOHERTY, 1990).

Grande parte da literatura referente a producdo de xantana esta baseada em cepas
obtidas de colegdes de cultura, principalmente X. campestris pv. campestris NRRL B-
1459 (LOPEZ et al., 2004; GARCIA-OCHOA et al., 2000). Porém, o isolamento de
microrganismos a partir de recursos naturais é uma importante ferramenta na busca de

cepas que apresentem alto rendimento no processo de bioconversdo e obtencdo de
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xantana com qualidade reoldgica (ANTUNES et al., 2000; GUPTE e KAMAT, 1997).
Portanto, um pais com o potencial agricola como o Brasil representa ainda uma fonte
inexplorada destes microrganismos. Assim, a busca de cepas e novos substratos com
alto rendimento de goma xantana que apresente alta viscosidade tem sido alvo de
pesquisas.

A selecdo de microrganismos produtores de polimeros em quantidade e
economicamente viaveis é um desafio, envolvendo grupos de pesquisa e a industria,
principalmente em paises desenvolvidos (ASHTAPUTRE; SHAH, 1995). Aqui, se
insere Xanthomonas sp. cujos estudos visam melhorar cepas, meios de cultura e
processos de extracdo e purificagdo da goma xantana.

A maior parte da literatura referente a producdo de xantana cita o uso de glicose
e sacarose como fontes de carbono preferenciais, entretanto algumas fontes alternativas
tém sido sugeridas, visando principalmente o aproveitamento de residuos industriais € a
diminuicdo nos custos de producdo (SENAI, 2005 a). A industria de petréleo ndo usa
maiores quantidades de goma xantana devido ao alto custo da mesma, e acaba
utilizando outros polissacarideos derivados de plantas ou polimeros sintéticos com um
custo menor e com propriedades ndo tdo especificas, (YOO & HARCUM, 1999).

O Brasil segue a tendéncia mundial de incremento no consumo de xantana,
mesmo sendo ainda totalmente importada, demonstrando a relevancia de se investir em
uma producdo nacional competitiva. Este potencial do pais para a fabricacdo deste
polimero em escala industrial é devido a grande disponibilidade de matérias-primas
basicas para a producdo: sacarose como fonte de carbono no meio fermentativo e etanol
para a recuperacdo do polimero (MOREIRA, 2002).

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agUcar, com 0S menores custos de
producdo, e também o maior exportador do produto. Portanto o custo das matérias-
primas no Brasil é mais baixo, enquanto que em outros paises representa um fator
critico sob o aspecto comercial, o que coloca o Brasil numa posicdo favordvel e
competitiva frente a paises que dominam esta tecnologia. Além disso, considerando que
as bactérias de Xanthomonas possuem enzimas que degradam polissacarideos, vem
aumentando o interesse na utilizacdo de substratos fermentativos alternativos como, por
exemplo, residuos industriais que podem ser utilizados para a producdo de
polissacarideos, diminuindo os custos de producdo e minimizando problemas
ambientais causados pelo descarte (ROTTAVA, 2005; DRUZIAN & PAGLIARINI,
2007; NERY et al., 2008; BRANDAO et al., 2008).
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3.2. Caracteristicas, composicao e estrutura da goma xantana

A goma xantana é um heteropolissacarideo obtido naturalmente pela
fermentacdo de carboidratos pela bactéria Xanthomonas, que sintetiza a goma para
evitar sua desidratacdo. A massa molecular desse polissacarideo varia de 13.000.000 a
50.000.000 g/mol, e é constituido por unidades basicas de D-glucopiranose, D-
manopiranose e acido-D-glucurénico na proporc¢éo de 2,8: 3,0: 2,0. A goma xantana é
solavel em &gua fria ou aquecida, formando solucdo viscosa mesmo em baixas
concentragdes, resistente ao aquecimento e variagdes de pH, ndo degrada rapidamente
com cisalhamento e ndo é sensivel ao aumento da salinidade. E um aditivo bastante
utilizado na inddstria farmacéutica, cosmeética, agroquimica e alimenticia como
estabilizante, espessante e emulsificante. Devido ao seu comportamento pseudoplastico
a goma € considerada produto estratégico na inddstria de petréleo, por ser utilizada na
lubrificacdo das brocas de perfuragdo e na recuperacdo secundaria de pogos de petrdleo.
Atualmente, o Brasil importa 100% da goma xantana consumida internamente.

A sua cadeia linear consiste em unidades de  — D — glucose ligadas nas posicdes
1 e 4. As ramificacfes contém uma unidade de &cido d-glucurdnico entre duas unidades
de D-manose ligadas na posicdo O-3 de uma unidade de glucose da cadeia principal
(Figura 3). As ramificacGes trissacaridicas aparecem aderidas a cadeia principal do
polimero, e dela resulta a estrutura rigida.

Esta estrutura pode existir na forma geométrica de simples, dupla ou tripla
hélice. Aproximadamente metade das unidades de manoses contém &cido piravico
residual e a outra metade um grupo acetil. A presenca do acido glucurdnico, do acetil e
do &cido piravico produz um tipo de polissacarideo anidnico. No entanto a composi¢do
principalmente dos substratos acetil e piruvil assim como a massa molecular podem
variar dependendo do tipo de cepa, de mutacdes genéticas, das condi¢des de cultivo
como fonte de carbono, disponibilidade de oxigénio, etc (NACHTIGALL et al., 2004;
SANDFORD & BAIRD, 1983; MORRIS, 1976; MILAS & RINAUDO, 1979),
resultando em variacdo nas propriedades reoldgicas e consequentemente na forma de
utilizacdo nos diferentes setores industriais.

As cadeias trissacaridicas laterais das ramificacbes conferem solubilidade em
meio aquoso e, juntamente com os acidos glucurdnico, piravico e acético que além de
conferir ionicidade aumentando a solubilidade estdo relacionadas a conformacéo
molecular (MISAKI, 1993).
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Figura 3: Estrutura unitaria (mondmero) do polissacarideo goma xantana.

A estrutura secundaria da xantana depende das condi¢Ges sob as quais a
molécula é caracterizada. A conformacao ordenada pode ser nativa ou renaturada; nao
ha& consenso sobre a existéncia de relacdo entre a atividade da conformacao 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 produzida estd dissolvida. A transicdo conformacional ordem-desordem é
dirigida pela ocorréncia de temperaturas, acima do ponto de transi¢do e/ou reducdo da
forca ibnica. Tanto a manutencdo da conformacdo nativa (ordenada) quanto a renaturada
(reordenada) depende dos mesmos fatores (BORN; LANGENDORFF;
BOULENGUER, 2002).

A goma xantana apresenta a unidade D-manose ligada na cadeia principal pode
conter um grupo acetil na posicdo O-6. A férmula [C3sHa9O20]n geralmente é aceita
como a da molécula de xantana (SUTHERLAND, 1990; SUTHERLAND & TAIT,
1992; GARCIA-OCHOA et al., 2000; PORTILHO, 2002).

A estrutura quimica de cada biopolimero, bem como o0s grupos substituintes que
ele possui determina suas caracteristicas reologicas e, portanto, suas potenciais
aplicacdes (PACE, 1991).

Para caracterizar o biopolimero xantana diferentes parametros podem ser
levados em consideragdo, como a estrutura quimica, 0 comportamento reol6gico, o

contetido em acetil, piruvato e massa molecular (BORN et al., 2002).
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Devido a sua estrutura Unica, as solugBes aquosas de xantana exibem
propriedades reoldgicas bastante distintas e incomuns, como alta viscosidade e
solubilidade, estabilidade frente a variacGes de pH e temperatura, compatibilidade com
muitos sais metalicos e com outros polissacarideos (KENNEDY & BRADSHAW,
1984; KALOGIANNIS et al., 2003).

O polissacarideo xantana produzido por diferentes espécies de Xanthomonas
contém normalmente glucose, manose e &cido glucurénico, e a determinagdo dos
monossacarideos e acidos derivados componentes das xantanas pode ser realizada por
cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC) (MORENO et al., 1998).

A goma xantana é altamente estavel em ampla faixa de pH, sendo afetada apenas
com valores de pH >11 e < 2.5. Essa estabilidade depende da concentracdo: quanto
maior a concentracdo, maior a estabilidade da solucdo (PETTITT, 1982).

A goma xantana é também estavel em ampla faixa de temperatura (10°C a 90°C)
e a viscosidade € pouco afetada na presenca de sais. Apés a esterilizacdo (120°C/30
min) de produtos alimenticios contendo diferentes gomas, apenas 10% da viscosidade é
perdida em produtos que contém a goma xantana, reducdo inferior a observada nos
produtos que contém outros hidrocol6ides, como a goma guar, alginato e
carboximetilcelulose (URLACHER & DALBE, 1992).

3.3. Producéo de goma xantana

O processo de obtencdo da goma xantana consiste nas seguintes etapas: pré-
inéculo, indculo, fermentacdo, pasteurizacdo, remocao das células, precipitacéo,
separacdo e secagem da goma. O crescimento dos microrganismos e a producdo da
goma xantana sdo influenciados por fatores tais como o tipo de reator, 0 modo de
operacdo (batelada ou continuo), composicdo do meio, e as condi¢bes da cultura
(temperatura, pH e concentracdo de oxigénio dissolvido) (GARCIA-OCHOA et al.,
2000).

Muitas tentativas foram relatadas para selecionar varidveis em fermentagdes de
goma xantana, ou seja, a composicdo de nutrientes e técnicas de alimentacéo,
temperatura, pH, agitacdo e adicdo de antiespumante. Todas essas pesquisas mostram
algumas melhorias na area estudada (ROSALAM & ENGLAND, 2006). Segundo
GARCIA-OCHOA et al. (2000), o meio de cultivo e as condicbes operacionais

influenciam o rendimento e estrutura da goma xantana produzida.
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O processo fermentativo pode ser realizado utilizando substratos sélidos ou em
meio liquido. A fermentac&o liquida em cultivo submerso é a mais comumente utilizada
por ser de facil controle, facil esterilizacdo do meio, aeracao 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 0 crescimento microbiano,
podendo atingir, em escala industrial, producéo 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 diversidade de substratos viaveis representa o maior beneficio industrial para a
producdo da goma xantana. Entretanto, a qualidade reolégica do biopolimero varia
sensivelmente em funcdo da composicdo do meio utilizado (SUTHERLAND et al.,
1983).

A relacdo carbono: nitrogénio (C: N) no meio fermentativo também influencia a
producdo de goma xantana. Uma elevada concentragdo de nitrogénio é necessaria para
um répido crescimento celular. Entretanto, elevadas concentracdes de nitrogénio levam
a producdo de goma xantana com propriedades reoldgicas inadequadas. Por outro lado,
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 nitrogénio, fésforo e enxofre
influenciam na producéo de goma xantana.

Processos fermentativos com elevado niveis de agitacdo favorecem o aumento
da producdo de goma xantana, bem como o crescimento celular. Em baixas velocidades
ocorrem limitagdes na transferéncia de oxigénio resultando em baixas producdes e
polimeros com baixa massa molar. O efeito benéfico do aumento da agitacdo pode estar
relacionado ao aumento da transferéncia de nutrientes e oxigénio do meio para 0s
microrganismos, o que favorece a formagdo de goma xantana (PAPAGIANNI et al.,
2001). Peters et al. (1989) utilizaram baixas velocidades de agitacdo para fermentacao
em batelada e obtiveram uma produgdo de goma xantana significativamente menor do

gue as obtidas em altas velocidades. Papagianni et al. (2001) observaram que 0 aumento
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da agitacdo resultou em maiores produgdes 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
hidrodindmico. Os testes em baixas velocidades (100 rpm) também apresentaram baixa
producdo e crescimento celular, associadas a limitacdo na transferéncia de oxigénio. Em
se tratando da taxa de oxigenacao a faixa varia em de 1,5 a 3,5 vvm e uma boa aeragéo
para que se obtenha uma boa producdo de goma xantana com elevada viscosidade
(WOIECHOWSKI, 2001).

Os aspectos mais estudados no cultivo de Xanthomonas sdo os que influenciam
na otimizacdo da producdo, devido a complexidade dos parametros que interferem na

qualidade reoldgica do biopolimero produzido.

3.3.1. Inbculo

Em funcdo de a goma xantana constituir uma espécie de capsula bacteriana, sua
producdo estd associada ao crescimento celular. Durante o periodo de inoculagdo,
ocorre um aumento da concentragdo celular, mas diminui a producgdo de goma xantana,
porque a goma ao redor da célula impede o transporte de nutrientes e estender a fase lag
de crescimento (CADMUS et al., 1978; DE VUYST et al., 1987; PONS et al., 1989;
PONS et al., 1990).

No preparo do in6culo para a producdo de goma xantana, a transferéncia de X.
campestris visa aumentar a biomassa, limitando, a producao do biopolimero, que ao ser
liberado no meio envolve as células, impede o transporte de nutrientes durante a fase lag
de crescimento, provocando a morte celular (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Por isto, a
incubacdo do indculo é limitada h& poucas horas para evitar uma significante producao
de goma.

Os microrganismos sdo transferidos de um meio de cultura sélido complexo
(normalmente meio Yeast Malt-YM agar) para um volume pequeno (5 a 7 mL) de um
meio de cultura liquido complexo (normalmente meio YM). A cultura é transferida para
40 - 100 mL de meio contendo sais inorganicos; fase nas quais células vao se adaptar a
uma nova condi¢do que deverdo encontrar na fase de produgdo. O volume de indculo
para a producdo de goma xantana no fermentador deve ser 5% a 10% do volume total de
caldo fermentado (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Segundo Gupte e Kamat (1997), o
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volume ideal de indculo para a producdo de goma xantana em fermentador deve ser de
10% do volume total de caldo fermentado.

O crescimento de Xanthomonas emprega meios de cultura complexos; o mais
usual € o YM (glicose, peptona, extrato de levedura, extrato de malte) (GARCIA-
OCHOA et al., 2000) a 28°C sob agitacdo. Ha dados variaveis para a producdo do
indculo: 200 rpm/36h (KALOGIANNIS et al. 2003), 120 rpm/40 h (ROTTAVA, 2005)
e 180 rpm/48 h (NERY et al., 2008).

Na obtencdo de goma xantana, a etapa do inoculo visa aumentar a concentracéo
de células, limitando a produgdo 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).

3.3.2. Meio fermentativo para producdo de goma xantana

Para produzir goma xantana, a bactéria Xanthomonas precisa de VArios
nutrientes, macronutrientes, tais como carbono e nitrogénio e micronutrientes (como
potassio, ferro, e calcio). A concentracdo da fonte de carbono afeta o rendimento de
goma xantana, sendo a glicose e a sacarose as fontes de carbono mais frequentemente
utilizadas.

O efeito da concentracdo de glicose na producdo de goma xantana por X.
campestris ATCC 13951 foi estudada por Funahashi et al. (1987). Segundo o estudo
concentracdes de glicose entre 30g - 40 g/kg de meio consiste na melhor faixa de
concentragdes para a producdo de goma xantana. A possibilidade da adigcdo intermitente
de glicose de forma a manter seu teor no meio entre 30-40 g/kg, preveniu a inibicdo do
crescimento celular e da producdo de goma. Através dessa alimentacdo estratégica de
glicose, a concentracdo de goma xantana atingiu 43 g/kg ap6s 96 horas de fermentacao.
A concentracdo 6tima inicial de glicose foi considerada pelos autores como a de 40 g
glicose/kg de meio.

O nitrogénio é um nutriente essencial, como componente organico ou como
molécula inorganica. A razdo C/N normalmente utilizada para a producdo é menor que
aquela usada durante o crescimento (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Geralmente,
baixas concentracdes de ambos séo Uteis para a producdo da goma xantana. Resultados
similares foram obtidos por Souw & Demain (1979). Segundo autores quando o

carbono e o fosforo sdo nutrientes limitantes, a produgdo de goma xantana é melhorada.
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Foi comprovado serem o0s agucares (sacarose ou glicose) as melhores fontes de carbono,
e o0 glutamato em uma concentragdo de 15 mM a melhor fonte de nitrogénio.

A concentracdo da fonte de carbono afeta a eficiéncia da conversdo em
polissacarideos. E relatado na literatura que concentragdes de glicose entre 1 — 5% d&o o
melhor rendimento, enquanto que em maiores concentrages de glicose, decresce o
rendimento do produto (PAPAGIANNI et al., 2001).

Souw & Demain (1979) relatam que a melhor producdo de goma Xxantana
ocorreu com 1% de sacarose, 0,5% de frutose ou 0,5% de xilose com 2% de glicose no
meio, sendo que a adigdo em excesso da sacarose nédo teve nenhum efeito prejudicial no
crescimento e producdo da goma xantana, mas que a adicdo de frutose ou xilose foi
inibitdria na producdo e crescimento da bactéria. Sacarose mostrou uma maior producao
de goma xantana, em relacdo aos outros agucares estudados, sendo ligeiramente melhor
que a glicose.

Estudos preliminares tém indicado que fermentagbes com X. campestris em
escala industrial utilizando o melago ou soro de leite bovino como caldo fermentativo
podem resultar em goma xantana com massa molecular média, que pode ser usada para
certas aplicacdes (KIOSSEOGLOU et al., 2003).

Vendruscolo et al. (2002) utilizaram residuo industrial fibroso da proteina de
soja como fonte de carbono na producdo de goma xantana. Em fermentac6es com X.
campestris pv. campestris NRR-B-1459, a fibra influenciou positivamente, elevando a
producdo do polimero, porém influenciou negativamente sobre a qualidade da goma
obtida.

3.4. Producdo de goma xantana com diferentes residuos

Numerosos trabalhos citados na literatura ja estabeleceram que a bactéria
Xanthomonas campestris é capaz de fermentar um espectro largo de fontes de carbono,
conforme Tabela 1.

A inclusdo destes subprodutos industriais como substratos para sintese de
biopolimeros reduz a quantidade de residuos descartados no meio ambiente e minimiza
custos no tratamento de efluentes (MESOMO, 2007).
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Tabela 1: Producéo de goma xantana a partir de residuos industriais.

Bactéria utilizada Residuo Goma Xantana Referéncia
(g/L)
X. campestris NRRL ~ Melaco de agucar de 4.8 YOO et al (1999)
B 1459 beterraba
X. campestris C7L Soro de leite 28 NITSCHKE et al (2001)
X. campestris Casca de café 5,8 WOICIECHOWSKI
(2001)
X. campestris ATTCC  Melaco de agUcar de KALOGIANNIS et al
1395 beterraba 53,0 (2003)
X. campestris 1866 Casca de coco 5,3 NERY et al (2008)
X. c. manihotis 1182 Casca de cacau 54 DINIZ et al (2012)
X. C. pv.
mangiferaeindicae Soro de mandioca 13,8 BRANDAO, L.V.
2103 (2008)
X. c. pv. Levedura de cerveja 9,4 GOMES, G. V. P. (2008)
mangiferaeindicae
2103
X. C. pv. campestris Suco de Sisal 2,5 ASSIS et al (2013)
629
X. c. manihotis 1182  Glicerina Residual do 0,65 ASSIS et al (2014)
Biodisel

Além de permitir uma diversificacdo na producdo do setor industrial e o
aumento da receita, representado uma economia vidvel atraves da obtencdo de novos
produtos provenientes de “residuos” (DRUZIAN & PAGLIARINI, 2007). Na literatura
ndo existe citacdo de producdo de goma xantana por cultivo submerso a partir da

fermentacao de bagaco de cana-de-acucar.

3.4.1. Bagaco de cana-de-acucar

A cana-de-acUcar (Saccharum officinarum, L.) é uma planta de suma
importancia para a economia brasileira, e o setor sucroalcooleiro é grande gerador de
empregos e de energia. Com o processamento industrial da cana-de-agucar € produzidos
inimeros residuos, entre eles o bagacgo, responsavel por 25 a 30% do peso da cana
moida (NUSSIO, 1993).

A produtividade média de cana-de--acucar no Brasil é de 85 toneladas por

hectare. Para cada tonelada de cana processada sao gerados cerca de 140 kg de palha e
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140 kg de bagago em base seca, ou seja, 12 toneladas de palha e 12 toneladas de bagaco
por hectare (SANTOS et al, 2014; SANTOS et al, 2012).

O bagaco de cana-de-acucar € um dos residuos mais abundantes no Brasil
devido ao grande numero de industrias sucroalcooleiras. Esta biomassa contém elevado
teor de carboidratos, podendo ser utilizada na producdo de diversos compostos de
interesse econdmico.

Existem diversas utilizacdes para o bagaco, que vai desde a producdo de energia
térmica até a industria de papel e celulose, passando pela alimentagdo animal.
Entretanto, o bagaco apresenta alguns inconvenientes, representado principalmente pelo
seu alto teor de material lignoceluldsico, cuja viabilidade de utilizagdo requer o
desenvolvimento de métodos de tratamento que promovam o rompimento da estrutura
de sua fracdo fibrosa, para torna-lo mais digestivel (BURGI, 1985). Os materiais usados
em compositos lignocelul6sicos consistem em trés principais fracbes organica de
celulose (35-50%), hemicelulose (20-35%) e lignina (12-20 %). Eles também contém
pequenas quantidades de minerais (cinzas) e dentre VArios outros compostos
(VASCONCELOS et al, 2013).

O incentivo para o reaproveitamento de residuos é objetivo de um modelo de
desenvolvimento sustentavel, por este motivo, é estimulada a diminuicdo da quantidade
de residuos gerados, a valorizacdo destes e a minimizacdo dos riscos provenientes do
seu descarte. Neste contexto, o estudo de como viabilizar a reducdo deles na fonte
geradora tornou-se uma alternativa imprescindivel (NUNESMAIA, 2002).

Embora o bagago possa ser utilizado para geracdo de energia ou como
suplemento em racdo animal, ainda ha um grande excedente que pode ser utilizado para
producdo de diversos bens a sociedade. A biotecnologia tem sido bastante explorada nos
ultimos anos para a obtencdo de inimeros produtos de interesse econdmico e social. Os
processos biotecnoldgicos tém se mostrado promissores e com inimeras vantagens em
relagdo aos processos convencionais. Segundo Du Toit et al (1984), o aproveitamento
do bagaco de cana-de-aclcar como fonte de substratos para a utilizagdo em processos
biotecnoldgicos é uma alternativa atrativa e promissora, considerando-se o elevado teor

de carboidratos presentes nesta biomassa.

3.5. Fatores que influenciam na produc¢éo de goma xantana
Jana & Ghosh (1997) verificaram que a biossintese de goma xantana por X.

campestris, sob condic¢des limitadas de oxigénio; a adi¢cdo acima de 2,6 g de acido
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citrico por litro melhora a viabilidade celular, assim como aumenta o rendimento da
goma xantana. Porém, quando ndo ha limitacdo de oxigénio, a adi¢do de &cido citrico
ndo melhora a producéo de goma xantana.

Segundo Gupte & Kamat (1997) com X. campestris 1Ca-125, as maiores
concentracOes de exopolissacarideo extracelular verificaram-se na temperatura de 32°C,
porém nesse estudo foram testadas apenas as temperaturas de 25°C, 32°C, 35°C e 38°C,
obtendo-se 4,2, 9,0, 8,7 e 3,6 g.L™, respectivamente.

Muitos autores concordam que o pH neutro é o melhor para o crescimento do X.
campestris. Durante a producdo da goma xantana, o pH decresce de neutro para valores
proximos a 5,0 por causa da formacdo de grupos acidos presentes na goma xantana.
Alguns autores sugerem que ndo seja necessario fazer o controle do pH durante o
processo, mas outros recomendam manter o pH neutro utilizando para isso KOH, NaOH
e NH4OH. O estudo do efeito do pH mostra que o controle do pH acentua o crescimento
das células, porém ndo influencia a producdo da goma xantana. Quando o pH €
controlado, a producdo da goma cessa uma vez que a fase de crescimento estacionaria
seja atingida, e este efeito independe do alcali usado para controlar o pH. Quando o pH
ndo € controlado, a producdo da goma continua durante a fase estacionaria de
crescimento (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Para o crescimento do Xanthomonas campestris, os melhores intervalos de pH e
temperatura sdo: entre 6,0 a 7,5 e de 25°C a 27°C respectivamente e para a producdo da
goma xantana e qualidade do polimero os melhores intervalos de pH e temperatura séo:
entre 7,0 — 8,0 e de 25°C - 30°C (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Esta diferenca de
valores mais adequados de pH e temperatura para o crescimento celular e para a
producdo da goma xantana pode ser uma informacdo util a ser incluida em uma
estratégia de fermentacdo em duas etapas e na elaboracdo de novos ambientes
microbianos. Este ponto é particularmente importante no processo de otimizagdo
quando é desejavel maximizar um dos fatores, mas ndo o outro.

Limitacdo de oxigénio foi observada no estudo de Peters et al. (1989), quando
utilizaram baixas velocidades de agitacdo para uma fermentacdo de goma xantana em
batelada. Isto resultou em uma taxa de producdo especifica de goma xantana
significativamente menor do que ao obtido em altas velocidades.

Casas et al. (2000) observaram dois efeitos com o aumento da velocidade de
agitacdo: aumento na taxa de transferéncia de massa de oxigénio e também um dano nas

células. Em velocidades mais altas (800 rpm/min) o crescimento celular e a producdo de
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goma xantana sdo mais baixos, provavelmente devido ao dano celular por “stress”
hidrodindmico; e em velocidades muito baixas (100 rpm/min) também se observou mais
baixo crescimento de biomassa e producdo de goma xantana, devido a limitacdo na
transferéncia de oxigénio. Para esse estudo foi utilizado um biorreator com volume de
trabalho de 1,5 L, e ambos, o crescimento de biomassa e produgéo de goma xantana,
alcancou um méximo quando a velocidade de agitagdo foi fixada em 500 rpm/min. Em
velocidades de agitacdo mais baixas ocorre limitacdo de oxigénio, e em velocidades de
agitagdo mais altas ocorre “stress” hidrodinadmico, resultando em um decréscimo da
massa molecular médio, e também em um decréscimo nos parametros reol6gicos.

Papagianni et al. (2001) observaram que o aumento do nivel de agitacdo, resulta
em niveis de producdo de goma xantana mais altos. Nesse estudo, a producdo de goma
Xantana gquase dobrou quando a velocidade de agitacdo foi aumentada de 100 para 600
rpm, e similar foi o efeito no crescimento celular.

A massa molecular foi pouco influenciada pela velocidade de agitacdo (100 —
600 rpm); de acordo com os resultados de CLAE, ficaram em redor de 500 kDa
(Papagianni et al.,, 2001). A massa molecular da goma xantana é critico para a
viscosidade intrinseca e para as propriedades espessantes do polimero.

As temperaturas empregadas para a producdo de xantana variam de 25-34°C.
Shu & Yang (1990) concluiram que a temperatura 6tima para a producdo de xantana
depende do meio de producdo utilizado, sendo esta de 28°C para 0 meio otimizado por
Garcia-Ochoa et al., (2000).

A faixa de oxigenacao recomendavel para producao de xantana é de 1,5-3,5 mM
O,/L/minuto. Uma boa aeracdo € requerida devido ao aumento da viscosidade durante
producdo de xantana (LIMA et al., 2001; ROTAVVA, 2005).

3.6. Recuperacao da goma xantana

Ap6s a etapa fermentativa de producdo da goma xantana, o polimero
extracelular é recuperado e purificado. Os métodos usados para a recuperacdo do
biopolimero dependem, sobretudo, das caracteristicas do microrganismo utilizado, do
tipo de polissacarideo e do grau de pureza desejada (SANDFORD, 1979).

A etapa de recuperacdo da goma xantana envolve remocdo de células
microbianas, precipitagdo do biopolimero, secagem e moagem. O método especifico de
purificacdo a ser utilizado também € determinado pelo uso final do polissacarideo
(GALINDO, 1994; MOREIRA et al., 2003; GARCIA-OCHOA et al., 2000; MORRIS,
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1995; WOICIECHOWSKI, 2001; LIMA et al., 2001; NERY, 2007; DINIZ, 2007,
BRANDAO, 2008).

Apols a fermentacdo, as células podem ser eliminadas fisicamente através de
centrifugacdo. Os polimeros sdo precipitados preferencialmente com solventes
organicos sollveis em agua como &lcool ou acetona (MOREIRA et al., 2003).

Garcia-Ochoa et al. (2000), apresentam um processo de recuperacdo de xantana
que envolve etapas de desativacdo ou lise das células, através de processos quimicos,
mecanicos ou térmicos; remocao das células por filtracdo; recuperacdo do polimero por
precipitagdo com solventes organicos (etanol, isopropanol, misturas de sais e alcool); e
separagdo do precipitado. O precipitado deve ser lavado varias vezes com o solvente
que ¢ evaporado posteriormente.

Apds a recuperacdo, a xantana € purificada e seca em estufa a baixas
temperaturas (MOREIRA et al., 2003) ou liofilizada (GIAVASIS et al., 2000). Depois,
as amostras sdo submetidas a andlises reoldgicas e a determinacdo estrutural. A
purificacdo do biopolimero pode ser feita mediante sucessivas didlises contra agua
deionizada (CHI; ZHAO, 2003), com detergentes catidnicos, por métodos
cromatograficos, por agentes quimicos ou com enzimas que interagem de forma
especifica com certos grupos (DRUZIAN, 2000). A secagem do biopolimero pode ser
realizada em secadores continuos ou em batelada, a vacuo ou com circulacéo forcada de
gas inerte.

A recuperacao da xantana durante o processo industrial é geralmente uma etapa
critica e dispendiosa. De acordo com Albiter et al. (1994), os investimentos associados
com a recuperacdo destes polimeros, constituem uma parte significativa do total da
producdo, podendo para xantana grau alimenticio e farmacéutico representar até 50%
dos custos totais. Nesta etapa da produ¢do os principais objetivos sdo: a concentracdo
do caldo de fermentacdo, a precipitacdo e purificagdo dos biopolimeros, e a inativacdo
das células e de enzimas indesejaveis (BAIOCCO, 1997).

A recuperacdo da goma xantana pode ser feita concentrando o meio atraves da
evaporacdo do mosto. Esta técnica é possivel e vidvel 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, 1979; PACE; RIGHELATO, 1981).

A secagem rapida do biopolimero a altas temperaturas pode resultar em um

produto com baixa solubilidade ou com baixa viscosidade em solugdo. Porém, o
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aguecimento controlado da goma xantana pode resultar em um produto com melhor
reologia em solugédo (PACE, 1991).

O polimero depois de seco pode ser moido, e algumas gomas comerciais Sao
diferenciadas por tamanho de particulas. Deve-se levar em conta que, nha moagem, 0
calor gasto ndo degrade ou altere a cor o produto. O empacotamento usado deve ser
impermeavel porque a goma xantana é higroscopica e sujeita a degradacdo hidrolitica
(GARCIA-OCHOA et al., 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 ap6s reconcentracdo e purificacdo em coluna de
destilacdo (Rosalam e England, 2006). Em laboratérios, os solventes mais utilizados sao
etanol e a acetona (GODET, 1973).

3.7. AplicagOes da goma xantana

A aplicacdo da goma xantana na industria de alimentos, farmacéutica e
petroquimica esta relacionada principalmente a sua capacidade de formar solucbes
viscosas e géis hidrossoliveis que lhe fornece propriedades reoldgicas Unicas
(GARCIA-OCHOA et al., 2000; SUTHERLAND & KENNEDY, 1996; MEYER et al.,
1993).

A goma xantana tem sido usada em uma extensa variedade de alimentos, por
apresentar importantes propriedades, como: espessante de solucdes aquosas, agente
dispersante, estabilizadora de emulsdes e suspensfes, estabilizadora da temperatura do
meio, propriedades reoldgicas e pseudoplasticas e compatibilidade com ingredientes
alimenticios (KATZBAUER, 1998; WHISTLER & BEMILLER, 1993). Quando
utilizada em baixas concentracdes, gera estabilidade na estocagem, capacidade de
resisténcia a agua e apelo estético (NUSSINOVITCH, 1997; URLACHER & DALBE,
1992). E também usada na agricultura em suspensdes, como agente estabilizante para
herbicidas, pesticidas, fertilizantes e fungicidas (NUSSINOVITCH, 1997).

A alta viscosidade das solucdes e a solubilidade em agua do biopolimero tém

assegurado importantes aplicagdes para a xantana na inddstria de petroleo, onde é
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habitualmente usada em processo de perfuragdes para recuperagio de 6leo (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

A goma xantana é um excelente agente suspensor para esmaltes ceramicos e
outras misturas dificeis de manter em suspensdo. A sua excelente compatibilidade com
componentes de esmaltes ceramicos, melhora a moagem do material, aumenta a adeséo
a Umido, controla o tempo de secagem e reduz imperfei¢des na superficie das pecas.
Devido a essas propriedades, torna-se o produto apropriado para uso em produtos de
limpeza e polidores. Favorece a suspensdo de abrasivos e melhora o0 escoamento e o
espalhamento do produto. Em tintas a base de agua é utilizada para estabilizar os
pigmentos e controlar suas propriedades de escoamento, uniformizando a migracao da
cor nos fios de tecidos.

Na industria farmacéutica os biopolimeros sdo utilizados como sistema matricial
para controlar a liberacdo de farmacos. Eles podem ser associados ou ndo a outros
polimeros dependo da consisténcia da matriz em que se almeja no caso dos
comprimidos de teofilina a combinacdo da goma xantana com galactomanana
apresentou um perfil de dissolucdo excelente e uma dindmica de liberacdo in vitro de
aproximadamente 90% do medicamento em 8 horas. Em outro aspecto, as matrizes
testadas com concentracdo superior a 25% dos biopolimeros exibiram resultados
semelhantes ao da xantana isolada, retencdo do farmaco na matriz, ja a galactomanana
isolada mostrou liberacdo muito rapida (VENDRUSCOLO, 2005).

A goma xantana adicionada ao amido e ao glicerol tem sido aplicada na indistria
alimenticia para melhorar as propriedades mecénicas dos filmes de revestimento de
alimento, na intencdo de substituir os filmes ndo biodegradaveis (MATTA JUNIOR,
2009). Neste ambito, a citada goma incorporada em suspens@es de amido ajuda a
manter a estabilidade, acelera o processo de gelatinizacdo, reduz a umidade e custos
(CHAIZAWANG & SUPHANTHAKIRA, 2005).

A juncdo da goma com amidos e agentes plastificantes tem sido aplicada no
melhoramento da estabilidade, gelatinizacdo e retogradagédo de filmes, propriedades de
grande importancia na obtencdo que interferem diretamente na formagdo da pelicula.
Com a associacdo do amido, xantana e glicerol foram obtidos bons resultados em
relacdo ao aumento da resisténcia a perfuracdo, a rupturas, aos valores de tonalidades,
diferenciado as propriedades mecanicas destes filmes (MATTA JUNIOR, 2009).

Os agentes plastificantes inseridos em filmes tém como papel principal alterar a

flexibilidade. Isso ocorre, devido as interferéncias causadas pelas moléculas que estes
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agentes dispdem, reduzindo as pontes de hidrogénio existentes entre as cadeias
poliméricas da estrutura, consequentemente, provocando modificagGes quimica, fisica e
mecéanica (MALI & GROSSMAN, 2003).

3.8. Microfibrilas de celulose

As microfibrilas de celulose sdo uma matéria prima natural e renovavel (Hentze,
2010), que consistem principalmente de celulose cristalina, que sdo ligadas umas as
outras por pequenas regides de celulose amorfa (WANG e SAIN, 2007), ou seja, um
material uniforme e altamente cristalino (YANO et al., 2007), conforme Figura 4. As
microfibrilas de celulose sdo obtidas através da fibrilagdo mecénica que gera uma
desintegracdo da parede celular (HENRIKSSON, 2008), que modifica as suas
propriedades estruturais e de superficie (YANO e NAKAGAYTO, 2004), além da sua

dimensao.

FIBRAS DE CELULOSE

Parede
celular

Fibra de

celulose
/ Microfibrila Célula da
\\\‘ planta
\\ OOoq‘ Ooq 00% O°

Ligacoes de © 0, 0, 0 Microfibrila
hidrogénio _g O ?°O 9‘)0 ?0 de celulose
D.@° C>o<:g°c>o<:z Ooq‘
Figura 4: Estrutura da fibra de celulose (Potulski, 2012).

As microfibrilas de celulose podem possuir didmetro de 5 a 50 nm e
comprimento de 10 nm a 100 nm, dependendo dos parametros de preparacdo e da
origem da celulose utilizada (HENRIKSSON, 2008; WANG e SAIN, 2007, SPENCE et
al. 2010).

As propriedades fisicas e mecanicas singulares das microfibrilas combinadas
com a sua baixa densidade as tornam um material excelente e muito utilizado para

reforgo de compdsitos (WANG e SAIN, 2007), como revestimentos e na produgéo de
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filmes. Estudos recentes com filmes flexiveis contendo microfibrilas mostraram
aumento nos indices de tragdo e nos valores de retencdo de dgua (SPENCE, 2010).

As microfibrilas de celulose podem ser produzidas a partir de varias fontes, tais
como polpa de madeira, algodao entre outras (SPENCE et al., 2011). Estes materiais sdo
normalmente produzidos por quatro métodos mecanicos: homogeneizagao,
microfluidizagdo, micro-moagem (desfibrilacdo) e cryocrushing (maceracdo em
baixissima temperatura), cada um com vantagens e desvantagens, mas todos produzem
microfibrilas com diametros na faixa de 1-10 nm (SPENCE et al., 2011).

Outros métodos também podem ser aplicados na producdo deste tipo de
materiais, como a utilizacdo de tratamentos enzimaticos, hidrélises &cidas e
carboximetilacdo (HENRIKSSON, 2008).

Muitas pesquisas tem sido desenvolvidas na area de compositos e producdo de
filmes poliméricos, a fim de substituir fibras sintéticas por fibras naturais que
apresentam propriedades mecéanicas suporiores (WANG et al., 2006; GAGNON, et al.,
2010; TORVINEN et al., 2011).

3.9. Filmes flexiveis a base de amido de mandioca

Em escala laboratorial os filmes a base de amido sdo produzidos pelo processo
de ‘casting’ou por extrusdo. Nesta técnica, apos a gelatinizacao térmica dos granulos em
presenca de excesso de agua, amilose e amilopectina se dispersam na solucdo aquosa e,
durante a secagem, se reorganizam, formando uma matriz continua que da origem aos
filmes.

A grande vantagem dos filmes a base de amido € a obtencdo de produtos finais
biodegradaveis, sendo viavel produzir materiais (embalagens) de varios tipos, a partir
do amido, uma vez que, para a transformacéo dos biopolimeros em produtos acabados,
as industrias podem utilizar as mesmas maquinas utilizadas para a fabricacdo de
plasticos de polietileno, sendo necessarias, apenas, algumas alteracfes nos processos ou
pequenas adequacdes (ABAM, 2011). A exemplo da extrus&o.

Os filmes produzidos a partir de polissacarideos, especialmente amidos,
apresentam baixa permeabilidade ao oxigénio a baixas taxas de umidade relativa. Além
disso, os filmes a base de amido sdo insipidos, inodoros e transparentes, ndo alterando o
sabor, aroma e aparéncia do produto (CHIUMARELLI et al., 2010; GARCIA et al.,
2010; PARETA e EDIRISINGHE, 2006). No entanto, eles apresentam varias
desvantagens, tais como sua hidrofilicidade (sensibilidade a agua) e baixas propriedades
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mecénicas em relagdo aos polimeros sintéticos convencionais, 0 que 0s tornam
insatisfatorio para algumas aplicagdes (ALVES et al., 2006; JOHN e THOMAS, 2008).

Além disso, geralmente os filmes obtidos de polissacarideos como o amido sédo
quebradicos; desta forma, tem-se a necessidade da insercdo de plastificantes
(VICENTINO et al. 2011). Os plastificantes devem ser compativeis com o biopolimero
e, 0s mais estudados em combinagdo com os filmes de amido s&o os polidis, como o
glicerol e o sorbitol, materiais que interagem com as cadeias de amido, aumentando a
mobilidade molecular e, consequentemente, a flexibilidade seus filmes (MALI et al,
2004).

Os plastificantes sdo geralmente adicionados na propor¢do de 10 a 60 g/100g
matéria seca, dependo do grau de rigidez do material (GONTARD; GUILBERT; CUQ,
1993). No entanto, dependendo da concentracdo em que sdo empregados, podem causar
um efeito chamado antiplastificante, isto é, ao invés de aumentar a flexibilidade e
hidrofilicidade, podem causar um efeito contrario (GAUDIN et al., 1999). Geralmente,
isto ocorre quando sdo empregadas pequenas concentracfes de plastificante (abaixo 20
0/100 amido), entdo o plastificante interage com a matriz polimérica, mas ndo esta em
quantidade suficiente para aumentar a mobilidade molecular, fenémeno também

dependente das condic¢des de armazenamento (LOURDIN et al., 1997).

3.9.1. Amido

Quimicamente, o amido é constituido por dois tipos de polimeros, a amilose e a
amilopectina. A amilose é um polimero linear com unidades de D-glicopiranose ligadas
por ligacdes o (1-4). A amilopectina é altamente ramificada, com unidades de D-
glicopiranose ligadas em a (1-4) e a (1-6) (PARKER; RING, 2001).

Fisicamente, o amido estd armazenado sob a forma de granulos, onde as fracdes
(amilose e amilopectina) estdo arranjadas na direcéo radial. A parte linear das moléculas
de amilopectina forma estruturas helicoidal duplas, estabilizada por ligacdes de
hidrogénio, dando origem as regides cristalinas dos granulos. A regido amorfa é
composta pelas cadeias de amilose e pelos pontos de ramificagdes da amilopectina
(HERNANDEZ-URIBE, 2003; MEADOWS, 1998). Essa organizacdo confere aos
gréanulos um carater parcialmente cristalino, com graus de cristalinidade que variam de
20 a 45% (YOUNG, 1984). E a orientaco regular das regides amorfas e cristalinas que
ddo ao granulo sua caracteristica de birrefringéncia, conhecida como Cruz de Malta
(HERNANDEZ-URIBE, 2003).
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O amido € encontrado em uma grande concentracdo na natureza, e estd presente
principalmente em plantas como os gréos de cereais, tubérculos, raizes e leguminosas
(LEONEL; CEREDA, 2002). Existem amidos derivados do milho, arroz, batata,
mandioca, feijao, trigo, e varias outras fontes.

A gelatinizacdo do amido ocorre quando uma dispersdo de amido em agua €
aquecida, os granulos gradualmente absorvem 4&gua, intumescem, perdem sua
cristalinidade, liberam amilose e amilopectina e produzem pastas viscosas que, ao se
resfriarem, formam géis (SANDERSON, 1981; THIRRE; SIMAO; ANDRADE, 2003).

Inicialmente, a gelatinizagdo ocorre nas regides mais acessiveis, que sdo as
amorfas. Conforme a temperatura aumenta, as ligagdes de hidrogénio intermoleculares
gue mantém as regides cristalinas também se rompem. As moléculas de dgua solvatam
grupamentos hidroxilas liberados e o granulo continua se expandindo. Como
consequéncia de uma severa ruptura de ligacdes de hidrogénio, o granulo se hidrata
completamente e, finalmente, a malha micelar se separa e se difunde para 0 meio
aquoso (HERNANDEZ-URIBE, 2003).

O amido de mandioca € obtido através das raizes de mandioca devidamente
limpas, descascadas, trituradas, desintegradas, purificadas, peneiradas, centrifugadas,
concentradas, desidratadas e secas. E extremamente versatil e alcanca uma eficiéncia
incomparavel em todas as suas aplicagbes. Quanto mais clara a cor, melhor é a
qualidade do amido. A cor indica se a mandioca utilizada € velha ou ndo, como também
a limpeza com que o amido é processado (ABAM, 2012).

O amido de mandioca é considerado de alta expansdo porque seus granulos
sofrem grande inchamento quando aquecidos em &gua. Como as forcas associativas
internas tornam-se frageis sob agitacdo mecanica, o viscograma Brabender apresenta
um alto pico de viscosidade, seguido de acentuada queda durante o cozimento
(FRANCO et al., 2001).

3.10. Filmes flexiveis de amido de mandioca com goma xantana

Na literatura é possivel encontrar alguns poucos trabalhos que utilizam a goma
xantana como integrante na formulacdo de alguns filmes biodegradaveis de amido,
sendo responsavel como agente de brilho nos filmes (CHEN e NUSSINOVITCH, 2000)
e com a fungdo de melhorar as propriedades mecénicas, como, por exemplo, 0 aumento
da percentagem de elongacéo, observada em filmes de amido de mandioca pela adigéo
de goma xantana desacetilada (VEIGA-SANTOS et al., 2005).
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Foi atribuida também & presenca da goma xantana a propriedade de diminuir a
velocidade de cristalizacdo e envelhecimento de filmes a base de amido (YOSHIMURA
etal., 1999).

As caracteristicas e propriedades da interacdo xantana-amido ja tem sido
estudadas por alguns autores (KATZBAUER, 1998; WANG et al., 2006; VEIGA-
SANTOS, 2004), sendo que um aumento sinergistico da viscosidade foi observado em
solucdes de xantana com outros polissacarideos de plantas (LACHKE, 2004) e mais
especificamente com amido (KIM e YOO, 2006). Amidos com elevados teores de
amilose sdo mais dificeis de serem dispersos em A&gua para formar solugdes
filmogénicas e retrogradam em velocidade muito alta para formar gel (JOKAY e
NELSON, 1967). Os plastificantes, assim como a goma xantana, poderiam auxiliar

nesta questdo, embora por mecanismos diferentes.

3.11. Caracterizacdo de goma xantana

3.11.1. Viscosidade e pseudoplasticidade

A reologia é o estudo da deformacdo e do escoamento da matéria (STEFFE,
1996; RAO, 1999). A deformacdo ocorre quando a matéria esta no estado sélido, e o
escoamento, quando a matéria esta no estado liquido. A propriedade reoldgica de
interesse no caso dos solidos € a elasticidade e no caso dos liquidos é a sua viscosidade.

A pseudoplasticidade é caracterizada pela diminuicéo da viscosidade, fendmeno
que ocorre a medida que aumenta a taxa de deformacdo aplicada no sistema. A
tixotropia é caracterizada pelo decréscimo da viscosidade aparente do liquido com o
tempo de aplicacdo de uma dada taxa de deformacdo (SHAW, 1975; NAVARRO,
1997).

A goma xantana é extremamente pseudoplastica, ou seja, a viscosidade diminui
com o0 aumento da taxa de deformacdo do fluido devido a desarticulacdo da rede de
polimero e ao alinhamento parcial das macromoléculas na dire¢cdo do fluxo de
cisalhamento (KI-WON; YONG-SEOK; GAP-SHIK, 2006), sendo uma caracteristica
muito desejada em diversas situacdes (XUEWU et al., 1996).

A viscosidade de um liquido esta relacionada com a resisténcia interna oferecida
ao movimento relativo das diferentes partes desse liquido (RAO, 1999). Assim, 0
conhecimento do comportamento reologico das solucbes € essencial para 0 seu

processamento, avaliacdo, controle de qualidade e aceitabilidade do consumidor
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(STEFFE, 1996). Além de ser medida direta da qualidade do fluido, a viscosidade pode
fornecer importantes informacdes a respeito das mudangas fundamentais na estrutura do
fluido durante um determinado processo, como polimerizacdo, emulsificacdo e
homogeneizacdo. Para se avaliar as caracteristicas de uma solu¢do ou mesmo realizar o
controle de qualidade de um produto alimenticio, devem-se fazer testes reoldgicos a
baixa tensdo de cisalhamento. Esses testes simulam as condicdes de utilizagdo do
produto (SACAMPARINI, 1991), e a viscosidade aparente € o parametro mais indicado
(RAO, 1999). As altas tensbes de cisalhamento sdo utilizadas para realizar estudos
reologicos das condi¢cBes do processamento de determinadas solugdes ou produtos,
(SHAW, 1975).

As solucdes de xantana apresentam uma pequena tixotropia, ou seja, a
viscosidade diminui com o tempo para uma taxa de cisalhamento constante. Esta
diminuicdo na viscosidade é quase que totalmente reversivel desde que ndo haja
imediata destruicdo da estrutura interna, causada pela aplicacdo de taxa de deformacao
muito alta (NAVARRO, 1997). A presenca de tixotropia no biopolimero é de grande
utilidade para cosméticos, como logbes e xampus, e tintas, por exemplo, pois facilita a
retirada do produto da embalagem, sem escorrimento exagerado, e seu espalhamento
durante a utilizagdo (MOREIRA, 2002).

Dentre as gomas microbianas, tais como: dextrana, gelana e xantana, a Ultima
ocupa lugar de destaque no mercado por apresentar propriedades reoldgicas bastante
distintas e incomuns, tais como alto grau de pseudoplasticidade.

Solucgdes de biopolimeros bacterianos com propriedades reoldgicas de interesse
industrial geralmente exibem propriedades pseudoplasticas, viscoelasticas e tenséo
residual elevada (SUTHERLAND, 2001), porém a viscosidade aparente do caldo de
fermentacdo € um parametro utilizado para avaliar a qualidade do biopolimero
(SACAMPARINI, 1991; NITSCHKE et al., 2001; BUENO; GARCIA-CRUZ, 2000).

As solugbes aquosas de xantana apresentam caracteristicas reoldgicas
diferenciadas das dos demais polimeros, tal como, a alta viscosidade em baixa
concentracdo, apresentando altos niveis de pseudoplasticidade e estabilidade frente a
variacOes de temperatura, pH, e presenca de sais (SUTHERLAND, 1983), e ainda,
dissolve-se rapidamente em agua quente ou fria (ROCKS, 1971).

A principal caracteristica da xantana é sua capacidade de modificar a reologia ou
0 comportamento de fluxo das solu¢cbes (MARGARITIS & PACE, 1985). Suas
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propriedades sdo determinadas por sua composi¢do quimica, arranjos e ligacGes
moleculares (PACE, 1980; GARCIA-OCHOA et al. 2000).

A viscosidade das solucdes de xantana aumenta com a elevacdo da concentragédo
do polimero. Este comportamento pode ser atribuido as interacdes intermoleculares e
entrelacamentos (GARCIA-OCHOA et al., 2000). As concentracdes criticas, que em
termos reol6gicos, € o ponto divisor entre uma solucdo diluida e concentrada,
constituem o produto da formacéo de aglomerados de particulas; assim o0 movimento de
uma particula vizinha podendo ser afetada pela presenca das ramificacbes da goma
xantana (RAO, 1999).

A goma xantana com alto grau de acetilacdo e especialmente baixo grau de
piruvatacdo, aumenta a viscosidade de suas solugbes porque associacoes
intermoleculares sdo favorecidas (LIMA et al., 2001).

Estudos preliminares preconizam que a introducdo de ramifica¢fes reduz o grau
de enrolamento de uma cadeia linear, sendo a viscosidade de um polimero ramificado
menor que a de um linear de mesma composicdo quimica e massa molecular. A queda
da viscosidade com o aumento de ramificacdo sempre ocorre quando as cadeias ndo
excedem a um dado comprimento, estando relacionado com a alteragdo no movimento
cooperativo dos segmentos da cadeia. Alguns pesquisadores, porém, relatam que o
aumento das ramificacGes aumentam a viscosidade, e que isto pode ocorrer quando as
ramificacGes sdo longas e enrola-se entre as cadeias, com comprimento maior que 0
critico da cadeia (NAVARRO, 1997; RAO, 1999).

As propriedades reoldgicas das solugdes de xantana podem ser diferenciadas,
dependendo das cepas, variacdo das coldnias e dos processos utilizados para obtencédo
do biopolimero (FUNAHASHI; YOSHIDA; TAGUCHI, 1987; TORRES et al., 1993;
SOUZA, 1999; ANTUNES et al., 2000; MOREIRA et al., 2001).

Muitos biopolimeros apresentam mudancas na viscosidade da solucdo quando o
pH ¢ alterado. Segundo Morris (1994), a viscosidade das solu¢fes de goma xantana nao
é influenciada por mudancas de pH entre 1 e 11, e na presenca de 0,1% de cloreto de
sodio.

Os biopolimeros produzidos a partir de meios de cultura alternativos, como o0s
que contém soro de leite na sua composicao, apresentaram qualidade inferior, isto é,
viscosidade inferior a apresentada quando obtidos em meios com fontes de carbonos
convencionais (ANTUNES, 2000; NERY, 2007; DINIZ, 2007; BRANDAO, 2008;
DRUZIAN & PAGLIARINI, 2007). A Tabela 2 mostra os diferentes tipos de residuos
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agroindustriais ja utilizados com as suas respectivas viscosidades e tipos de linhagens
de Xanthomonas.

Tabela 2: Viscosidade das gomas produzidas utilizando diferentes residuos e diferentes cepas de
Xanthomonas campestres.

Residuo Viscosidade”(mPa) Referéncia
X. campestris mangiferaindicae Casca de Coco 52,64 NERY, (2007)
2103
X. campestris mangiferaindicae Soro de Leite 23,67 NERY, (2007)
2103
X. campestris mangiferaindicae Casca de 22,45 NERY, (2007)
1866 Maracuja
X. campestris mangiferaindicae Casca de 27,25 DINIZ, (2012)
1182 Cacau”™
X. campestris mangiferaindicae Caldo de Cana 16,91 BRANDAO,(2008)
1182
X campestris mangiferaindicae 2103 Soro de 19,09 BRANDAO,(2008)
Mandioca
"25°C, 255", 0,5% de Goma Xantana ™ 0,02% Uréia e 0,2% Fosfato, 25°C, 250 rpm, 216h

Antunes (2000) mostrou que a medida da viscosidade de solucdes aquosas de
xantana revela com maior precisdo a potencialidade de aplicacdo industrial da goma, se
comparado com o resultado de viscosidade do caldo de fermentacdo. A tendéncia atual é
de avaliar a qualidade de um biopolimero através da determinacdo da viscosidade
aparente em solugdo aquosa em baixas concentragfes (RAO, 1999; DIAZ, 2002;
FORESTI, 2003).

3.11.2. Massa Molecular

As propriedades fisicas, reolégicas, mecénicas, térmicas e 0 comportamento de
um dado biopolimero durante o processamento dependem também do tamanho médio 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 condigdes operacionais do processo fermentativo, a composi¢do do meio de
cultura e do substrato e as caracteristicas e mutagbes genéticas da bactéria

Xanthomonas, influenciam o MM e a DMM da goma xantana, sendo biosintetizadas
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moléculas com massas 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 0,9x10° a 1,27x10° Da, quando utilizadas s linhagens campestris 646 e
phaseoli 1128, respectivamente, enquanto a MM determinado pela técnica de
viscosidade intrinseca oscilou entre 2,4x10° a 6,3x10° Da, para essas cepas,
respectivamente.

A influéncia da velocidade de agitagdo na massa molecular da goma xantana foi
estudada por Peters et al. (1989). Os autores observaram um incremento da MM de
6,9x10° Da para 8,6x10° Da, a0 aumentar a agitacio de 200 para 800 rpm. Papagianni et
al. (2001), ndo constataram uma correlagdo do MM da xantana com a mudanca da
velocidade de agitagdo de 100 para 600 rpm (5x10° Da). Faria et al. (2011) obteve valor
méximo de MM (4,2x10° Da) ao submeter o meio fermentativo a 750 rpm, enquanto o
aumento da temperatura de 25°C para 34°C reduziu a massa molar do polimero de
aproximadamente 4,2x10° Da para 2,5x10° Da (CASAS et al., 2000).

Os teores de acido piravico e acético apresentam relacdo com MM da xantana
(CALLET; MILAS; RINAUDO, 1987). Variacbes de MM foram observadas ao se
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 (5,2x10° Da). A desacetilagdo néo afetou
0 teor de acido piravico nem a MM da xantana. Embora a influéncia das condigdes
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) é 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 permeagdo em gel
GPC (Gel Permeation Chromatography) ou cromatografia de exclusdo molecular
permite fornecer informacdes referentes a massa molecular média e a distribuicdo da
mesma, 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
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densidade e formas similares, fornecendo um método répido e til para avaliar o MM e
DMM (CANEVAROLO, 2004).

O mecanismo de separacdo da cromatografia por exclusdo esta baseado na
propriedade da resina empacotada na coluna (fase estacionaria) ser macromoléculas
com ligagOes 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 analise (COLLINS; BRAGA; BANATO,
1995). Na fase estaciondria, 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 eluigdo, de maneira que a variacdo no fluxo imprime uma
velocidade que promove a separacdo (MANO, 1985).

A separacdo das moléculas acontece quando o fluxo da fase movel 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 CPC apresenta propriedades
como simplicidade da técnica e possibilidade de separar macromoléculas com MM
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 os poros percorrem a coluna lentamente, portanto, com um maior Tr
(MANO, 1985). Para determinar 0 MM, uma curva de calibracdo com padrfes de
diferentes massas moleculares definidos e estrutura quimica analoga, deve ser usada
para obter a relagdo massa molecular: volume de eluigdo. Muitos destes padrbes
moleculares ndo estdo disponiveis comercialmente (COLLINS; BRAGA, BONATO,
1995).
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3.11.3. Analise Térmica (TGAA e DSC) de goma xantana e de filmes flexiveis
biodegradaveis

O termo analise térmica é frequentemente utilizado para descrever um conjunto
de técnicas analiticas que investigam o comportamento de uma amostra em funcgéo da
variacdo de temperatura, possibilitando caracterizar qualitativa e quantitativamente um
grande numero de materiais em uma larga faixa de temperatura. As vantagens das
analises térmicas em relacao a outras técnicas sdo: a amostra pode ser estudada sob uma
ampla faixa de temperatura usando varios programas de aguecimento; existe uma
variedade de porta amostras (cadinhos) e acessorios que permitem acomodar quase
todas as formas fisicas de amostra (solido, liquido e gel); somente uma pequena
quantidade de amostra ¢ necessaria (0,1 pg-10 mg); a atmosfera gasosa na vizinhanga da
amostra pode ser controlada e € possivel realizar experimentos que requerem desde
alguns minutos a algumas horas para seu término, a partir do controle da taxa de
aquecimento (HATAKEYAMA e QUINN, 1994).

A termogravimetria € a técnica na qual a mudanca da massa de uma substancia é
medida em funcdo da temperatura ou tempo, quando submetida a uma programacao
controlada de temperatura (CARVALHO FILHO, 2000).

A termogravimetria derivativa € um artificio matematico que torna mais
perceptivel 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 DTGA
aparecem de forma mais visualmente acessivel, uma vez que as inflexdes da TGA sao
enfatizadas e possibilitam a separacdo de eventos sobrepostos e maior exatiddo das
temperaturas correspondentes ao inicio, fim e maxima decomposicdo. Habitualmente, as
curvas de TGA e DTGA sdo apresentadas em um mesmo diagrama cartesiano de forma
a facilitar as comparacgdes e as determinagdes dos pontos de interesse (CARVALHO
FILHO, 2000).

Existem diversos fatores que podem afetar as curvas TGA, sendo 0s mais
frequentes: a razdo de aquecimento, atmosfera gasosa do forno, caracteristicas da
amostra (tamanho das particulas, cristalinidade), geometria e composi¢do do cadinho
(aluminio, platina, quartzo), peso da amostra, calor de reacéo e alteracdes de até £ 10%
na temperatura programada podem provocar erros consideraveis (PINHO, 1999).

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) é a técnica na qual se mede a

diferenga de energia fornecida a amostra em relagdo a um material de referéncia,
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enquanto ambos sdo submetidos a uma programacdo controlada de temperatura. A
medida de temperatura € feita por meio de termopares fixados & base do suporte da
amostra e da referéncia. Alteracdes de temperatura da amostra s@o devidas a variagdes
de entalpia endotérmicas ou exotérmicas, decorrentes de transicdes fisicas ou de reacdes
quimicas. A 4rea contida sob o pico é representativa da variagdo de entalpia (AH)
sofrida pela amostra. As variagdes de entalpia sdo chamadas transi¢cdes de primeira
ordem (fusdo, cristalizacdo, vaporizacao, solidificacdo e adsorcao), ilustrado na Figura
5. As transicOes térmicas ditas de segunda ordem sdo acompanhadas de variacdo da
capacidade calorifica da amostra, juntamente com variacbes dimensionais e
viscoelasticas (como, por exemplo, a transicdo vitrea TGA), mas ndo apresentam
variacdes de entalpia, ndo gerando picos nas curvas de DSC e sim, alteracdes na linha
de base (LUCAS et al., 2001).

Embora sejam comuns duas varreduras para a analise de DSC, para filmes
biodegradaveis obtidos de amido, ao final da primeira varredura, o amido presente no
material se expande, impossibilitando uma segunda varredura (VEIGA-SANTOS &
SCAMPARINI, 2004).

A andlise por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) consiste na avalia¢do
da quantidade de calor absorvido ou liberado por uma amostra quando da ocorréncia de
eventos térmicos. Entende-se por eventos térmicos, transformacoes fisicas, quimicas ou
fisico-quimicas ocorridas na amostra quando esta é submetida a um programa de
temperatura. Dentre os eventos térmicos de materiais poliméricos, pode-se citar:
Transicao vitrea (temperatura de transicdo vitrea, TGA): Este ponto é o valor médio da
faixa de temperatura que durante o aquecimento de um material polimérico, permite que
as cadeias poliméricas da fase amorfa adquiram mobilidade, passa do comportamento
vitreo ao borrachoso (CANEVAROLO, 2007). Fuséo Cristalina (temperatura de fuséo
cristalina, Tm): Esta temperatura ¢ o valor médio da faixa de temperatura em que
durante o aquecimento, desaparecem as regides cristalinas com a fusdo dos cristalitos.
Essa transi¢do so ocorre na fase cristalina, portanto s6 tem sentido de ser aplicada em
polimeros semicristalinos (CANEVAROLO, 2007). Portanto, em materiais totalmente
amorfos este evento ndo ocorre. Cristalizacdo (temperatura de Cristalizacdo, Tc): Esta
temperatura é atingida durante o resfriamento da massa fundida de um polimero
semicristalino no momento em que um dado ponto dentro da massa polimérica fundida,
um ndmero grande de cadeias poliméricas se organize espacialmente de forma regular,

permitindo a formacdo de uma estrutura cristalina. Cadeias em outros pontos também
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estardo aptas para se ordenarem, formando novos cristais. Isto se reflete em toda massa
polimérica, produzindo-se a cristalizacdo da massa fundida (CANEVAROLO, 2007). A
Figura 5 apresenta uma curva esquematica de DSC onde 0s eventos termicos que geram

modificagdes em curvas DSC e a caracteristica dos picos formados estao representados.

Oxidagao

Cristalizagéo

r

Transigao
vitrea

Fusdo Néo-
oxidagao

Endo 4— AT — Exo

Decomposigao

Temperatura

Figura 5: Curva esquematica de DSC (SIQUEIRA, 2011).

Na calorimetria exploratdria diferencial por fluxo de calor a propriedade fisica
medida é a diferenca de temperatura entre a amostra (A) e o material de referéncia (R)
(AT=TA — TR), quando ambos sdo submetidos a uma programacdo rigorosamente
controlada de temperatura. Neste tipo de DSC, amostra e referéncia séo colocadas em
capsulas idénticas, posicionadas sobre um disco termoelétrico e aquecida por uma Unica
fonte de calor. O calor € transferido para as capsulas de amostra e referéncia por meio
do disco, com o fluxo de calor diferencial entre ambas as capsulas sendo controlado por
meio de termopares conectados ao disco, uma vez que AT, em um dado momento, ¢
proporcional a variacdo de entalpia, a capacidade calorifica e a resisténcia térmica total

ao fluxo calérico.

3.11.4. Propriedades Mecénicas de filmes flexiveis biodegradéaveis

As propriedades mecanicas determinam o comportamento do material quando
submetidos a esfor¢cos mecanicos, definindo caracteristicas importantes dos materiais
poliméricos, sendo o ensaio de tracdo o método mais comumente utilizado. Neste ensaio
é gerada uma curva tensdo-deformacédo que sofre influéncia da temperatura, tempo e
ambiente, desta curva sdo extraidos pardmetros como Modulo de Young (ou
elasticidade), tensdo e deformacgdo no escoamento, tensédo e deformagdo na ruptura,
tensdo maxima (resisténcia a tensdo) e a tenacidade (CANEVAROLO, 2007).
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As propriedades mecénicas dos polimeros sdo influenciadas pela massa
molecular, cristalinidade, presenca de ramificacOes e efeitos das ligagOes cruzadas. O
aumento da cristalinidade esta associado ao aumento da rigidez, a tracdo e opacidade,
logo polimeros amorfos sdo geralmente menos rigidos mais fracos e facilmente
deformados (BRIASSOULIS et al., 2004).

Os filmes devem ser resistentes a ruptura quando submetidos a tragdo,
rasgamento, impacto e abrasao, para que possam proteger o produto embalado e facilitar
sua manipulacdo. Devem também ser flexivel para que possam se adaptar as possiveis
deformagdes sem sofrer uma ruptura (GUILBERT et al., 1996).

O teste mais utilizado para medir a resisténcia mecanica, é o teste de tragdo,
onde podem ser obtidas a resisténcia a tracdo na ruptura, no escoamento e na forca
méaxima; deformacédo na ruptura; mddulo de elasticidade, ductibilidade e tenacidade. O
ensaio de determinagdo das propriedades mecanicas sob tracdo de um filme flexivel
envolve a separacdo, em uma velocidade constante, de duas garras que prendem as
extremidades de um corpo-de-prova, registrando-se ao longo do ensaio a forca que o
material oferece a deformacéo. A tensdo de ruptura (MPa) é a resisténcia oferecida pelo
material para atingir a ruptura. A deformacéo (%) ¢ a relagdo percentual entre a variagdo
do comprimento do corpo-de-prova no teste e seu comprimento inicial
(SARANTOPOULOS et al., 2002).

3.11.5. Cristalinidade da goma xantana/ Difrac¢éo de raios - X

A cristalinidade da goma xantana bem como dos filmes biodegradaveis pode ser
determinada através de difracdo por raios-X, que pode revelar detalhes de estrutura
interna do material da ordem de 10°® cm de tamanho. Pela difracdo, pode-se determinar
se um material é amorfo, semi-cristalino ou cristalino. Também permite avaliar a
cristalizacdo durante a estocagem no caso do filme biodegradavel. Para os filmes semi-
cristalinos ou cristalinos, a difracdo permite identificar qual ou quais elementos sé&o
responsaveis pela cristalinidade do material (CULLITY, 1978).

Embora existam bases de dados com o padrdo de cristalinidade de muitos
materiais, no caso de filmes biodegradaveis, especialmente os elaborados a partir de
matérias-primas industriais que podem sofrer pequenas variacfes de um lote para outro,
recomenda-se que também as matérias-primas sejam separadamente submetidas &
andlise de cristalinidade, fornecendo padrdes para uma comparacdo mais eficaz com o

padréo de cristalinidade obtido pela analise do filme.
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3.11.6. Espectroscopia da regido do infra-vermelho das gomas e dos filmes flexiveis

A chamada radiacédo infravermelha corresponde a parte do espectro situada entre
as regides do visivel e microondas. A por¢do de maior utilidade para a quimica organica
esté4 situada entre 4000 e 400 cm™. A radiacéo do infravermelho em frequéncia menor
do que aproximadamente 100 cm™, quando absorvida por uma molécula organica
converte-se em energia de rotacdo molecular. O processo de absor¢do é quantizado e,
em consequéncia, o espectro de rotacdo das moléculas consiste em uma série de linhas
(SILVERSTEIN et al., 1994).

A espectroscopia de infravermelho fornece informagdes diretas sobre os modos
vibracionais das moléculas de uma substancia. O interesse da técnica esta no fato de que
0 conjunto de bandas do espectro é especifico de cada substancia, em particular, as
bandas isoladas vinculam-se a vibragdes de um determinado grupo funcional ou de um
tipo de ligacdo do composto estudado. Dessa forma, pode-se estabelecer a composicao e
configuracdo estrutural da espécie quimica através de seu espectro de infravermelho
(SILVERSTEIN et al., 1994).

As posi¢des das bandas do espectro infravermelho sdo apresentadas em nimero
de onda. As intensidades das bandas sdo expressas como transmitancia ou absorbancia.
A identificacdo da frequéncia de vibracdo da ligacdo correspondente, o chamado
assinalamento das bandas, é obtida através da comparacdo destes com tabelas de
espectroscopia (SILVERSTEIN et al., 1994).

As técnicas de espectroscopia no infravermelho proximo (FTNIR) e no
infravermelho médio (FTIR) sdo cada vez mais utilizadas no controle de qualidade de
processos e produtos industriais (BLANCO et al., 1999), principalmente porque as
medidas sdo rapidas, utilizam pequena gquantidade de amostra e envolvem preparacao
rapida e simples das amostras. Tanto técnicas de FTNIR como de FTIR permitem ainda
a determinagdo simultanea de diferentes pardametros (CAMPESTRINI, 2005; CEN e
HE, 2007), além de serem métodos ndo destrutivos, limpos, sem uso de reagentes
agressivos e nem geracdo de residuos (HELFER et al., 2006). Esta técnica esté presente
em praticamente todas as areas, devido ao nivel de desenvolvimento que esta tecnologia
atingiu nos altimos anos (CARNEIRO, 2008).
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3.11.7. Microscopia

A necessidade historica do homem de observagdo da natureza e dos materiais
possibilitou o aparecimento de equipamentos para auxiliar a visdo humana ao longo de
mais de 10 séculos. Os campos de observacdo dos objetos com ampliacdes de algumas
dezenas até milhdes de vezes foram possiveis com o desenvolvimento de equipamentos
extremamente sofisticados, que utilizam feixes de radiacdo eletromagnética ou feixes de
elétrons na construcdo das imagens. Um aspecto fundamental na obtencéo das imagens
reside na capacidade de resolver dimensdes bastante reduzidas, em elevadas ampliacdes.

Basicamente, as técnicas de microscopia tém como objetivo a construcdo de
imagens ampliadas dos objetos e sistemas observados. Tanto 0s microscopios quanto 0s
olhos humanos podem observar objetos até um certo limite de detalhes. A partir deste
limite, denominado resolu¢do, teremos ‘“ampliagdo vazia”. Portanto, nenhum
equipamento de microscopia podera cobrir todas as escalas de observacdo, na faixa de
macroestrutura até nanoestrutura (OREFICE et al., 2005).

3.11.7.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O principio da microscopia eletrénica de varredura consiste na emissdo de um
feixe de elétrons por um filamento de tungsténio, que concentrado, controlado e
reduzido por um sistema de lentes eletromagnéticas, diafragmas e bobinas. Incide sobre
a amostra, provocando uma série de emissdes de sinais relacionados com a interacdo do
feixe de elétrons incidente e a amostra. Os sinais emitidos encontram-se sob a forma de
elétrons (secundarios, retroespalhados, absorvidos, transmitidos, difratados, etc.) e de
fotons (fotoluminescentes e raios-X), 0s quais sdo captados por detectores apropriados,
sendo amplificados e processados num sistema analisador especifico para cada tipo de
sinal (OREFICE et al., 2005).

A técnica de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) permite a obtencéo de
uma imagem ampliada e tri-dimensional da amostra a partir da interagéo de um feixe de
elétrons com o material, desde que este ndo seja transparente aos elétrons. O feixe de
elétrons (elétrons primarios) gerado por efeito termo-iénico é acelerado através de uma
diferenga de potencial e colimado através de uma coluna Otico-eletronica sendo
conduzido a cdmara que contém a amostra. Este feixe de elétrons ao focalizar um ponto
da amostra gera sinais que sdo captados e amplificados fornecendo um sinal elétrico que
gera a imagem. Conforme o feixe varre a area em andlise, uma imagem virtual vai
sendo formada ponto a ponto (OREFICE et al., 2005).
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Para a garantia do livre caminho meédio dos elétrons, € necessario um sistema de
alto vacuo (933 - 1333 Pa) nas partes que compdem o equipamento.

A interacdo do feixe de elétrons com a amostra gera uma variedade de sinais. Na
microscopia eletronica de varredura para a obtencdo da imagem sdo captados elétrons
secundarios, elétrons retroespalhados e raios-X caracteristicos.

Os microscépios eletronicos de varredura apresentam, atualmente, resolucGes de
até 0,5 nm (SE, 30kV e aumento 600.000X), possibilidade de aumento de até
2.000.000X e sdo extensivamente utilizados nas pesquisas das areas biomédicas e de
materiais, nas indudstrias de semicondutores, em laboratdrios de pesquisas avancadas e

em muitas outras aplicagdes (OREFICE et al., 2005).

3.11.7.2. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A técnica de caracterizacdo por microscopia eletrénica de transmissdo (MET ou
em inglés transmission electron microscopy — TEM) oferece a possibilidade e
ampliacdo com resolucdo que sdo da ordem de 1000X superiores ao da microscopia
Optica. Foi uma técnica desenvolvida na década de 1930. A tensdo aplicada varia entre
60 keV e 400 keV, sendo valores tipicos na faixa de 75-100 keV. Um requisito basico
para as amostras, além da estabilidade em alto vacuo, é a espessura reduzida,
geralmente inferior a 200 nm.

Este valor pode variar dependendo do material, uma vez que o feixe eletrénico
deverd ser transmitido através da amostra. O feixe eletronico transmitido incide sobre
uma tela fluorescente, um filme fotografico ou uma camera de video, gerando a imagem
da amostra. A resolucdo do MET esta da ordem de 0,2 nm para equipamentos com
tensdes da ordem de 300 keV, com ampliagBes de 1.000.000X (OREFICE et al., 2005).

Esta resolucdo obtida, com elevada ampliacdo, € resultante do feixe coerente, em
foco e com alta energia. Teoricamente, um feixe eletronico com tensdo de aceleragéo de
100 keV, possui um comprimento de onda de 0,0037 nm, muito inferior ao
comprimento de onda da radiacdo eletromagnética ultravioleta ou mesmo raios-X. A
analise requer o posicionamento da amostra preparada sobre um reticulado de cobre,
ouro ou carbono, onde o feixe eletronico deverd incidir e gerar a imagem na tela. O
sistema de colimagdo e alinhamento do feixe eletrénico é construido por lentes
eletromagnéticas. Uma particularidade que torna a caracterizacdo por MET

extremamente interessante é a possibilidade de obter imagens, padrdes de difracdo e
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outras técnicas de andlise espectroscopicas no mesmo equipamento (OREFICE et al.,
2005).

A interacdo do feixe eletrénico de alta energia com a matéria promove diversos
efeitos tais como radiacdo (raios-X caracteristicos) utilizada na espectroscopia EDS,
elétrons secundérios, elétrons retroespalhados e elétrons transmitidos, utilizados na
formacdo das imagens, elétrons difratados que geram informagdes cristalogréficas da
amostra, difracdo de elétrons (ED). Pode-se enumerar diversas aplicagdes em todas as
areas da ciéncia para a caracterizacdo por microscopia eletrénica de transmissao, como
exemplo: Imagens da superficie do material com resolucao da ordem de 0,2 nm; Anélise
de defeitos, degraus ; Anélise de nanoparticulas; Avaliacdo de filmes finos e contornos
de gréo; Andlise de precipitacdo e recristalizacdo "in situ™; Identificacdo de composicédo
de fases (OREFICE et al., 2005).

S&o basicamente dois os modos de operacdo do MET. O primeiro consiste na
obtencdo da imagem e o segundo permite observar os padrdes de difracdo dos elétrons.
O primeiro possibilita analises estruturais e morfoldgicas e o segundo avaliacdo de fases
cristalinas, tais como monocristais, policristais e materiais amorfos (OREFICE et al.,
2005).

56



Capitulo 4
4. Materiais e Métodos

4.1 Material

Foram utilizados como matérias-primas para obtencdo da goma xantana e dos
biomateriais: bagaco de cana-de-acucar (BC) (doado por vendedores de caldo de cana
da orla da cidade de Salvador-BA); X. campestris pv. campestris 254, Xanthomonas
campestris pv. manihotis 356, Xanthomonas campestris pv. campestris 472,
Xanthomonas campestris pv. cordiae 510 (Colecdo de Culturas de Fitobactérias do
Instituto Biologico IBSBF, Campinas-SP); Amido de mandioca (doado pela Cargill
Agricola SA, Porto Ferreira-SP); Glicerol (Synth®); Extrato de malte, extrato de
levedura e peptona bacteriologica (Acumedia); Glicose, sulfato de cobre e sulfato de
potassio (Synth®); Agar (Micromed); Fosfato monobaésico de potéassio (Quimis); Uréia,
cloreto de sddio (Vetec); BF3 (Merck); Membrana de celulose D9777 - 100 FTO
(Sigma-Aldrich). Seis padrdes de dextrana de diferentes massas moleculares com
intervalo de 102.000 a 5.900.000 Da Goma Xantana Sigma Aldrich.

4.2 Métodos

4.2.1. Composic¢do quimica do bagaco de cana-de-acucar (BC)

Como substrato alternativo para bioconversdo a goma xantana, foi testado o
bagaco de cana-de-acucar (BC). A composicao centesimal do BC inclui a determinacao
do teor de umidade, cinzas, proteina bruta, lipideos totais e carboidratos totais. Estes
parametros sdo importantes considerando que a Xanthomonas necessita de nutrientes
essenciais, como fonte de carbono e nitrogénio, para produzir goma xantana.

Determinacdo de:

e Umidade: foi determinada pelo método de secagem em estufa a 105°C com
circulacdo de ar de acordo com a Association of Official Analytical Chemists
(AOAC,1997).

« Cinzas: foi determinado por incineragdo em mufla a 550°C de acordo com a AOAC
(1997).

« Proteina bruta: foi calculada a partir dos teores de nitrogénio total, usando os fatores

de conversdo. O fator geral de 6,25 foi usado para calcular as proteinas que nédo
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possuiam um fator de conversdo especifico. O nitrogénio total foi determinado pelo
método Kjeldahl, segundo AOAC (1997).

« Lipidios totais: foram determinados pelo método de extracdo BLIGH-DYER (1959),
segundo AOAC (1997).

 Carboidratos: O teor de carboidratos foi calculado pela diferenca entre 100 e a soma
das porcentagens de umidade, proteina, lipidios totais e cinzas. Os valores de
carboidratos incluem a fibra alimentar total. Esta fracdo representa a fonte de
carbono disponivel para ser bioconvertida a goma xantana pelas cepas de
Xanthomonas.

Para a determinacdo dos principais constituintes do bagaco de cana-de-agucar

(lignina, hemicelulose e celulose) foram utilizados os métodos de VAN SOEST (1965).

4.2.2. Producdo de goma xantana a partir do bagaco de cana-de-acUcar

4.2.2.1. Repicagem das cepas e preparacao do indculo

A repicagem da cepa Xanthomonas foi realizada em placas de Petri. As placas
com meio YM padrdo (Yeast-Malt) , YM-agar (s6lido), contendo (% m/v) 1,0% glicose;
0,5% peptona bacterioldgica; 0,3% extrato de levedura; 0,3% extrato de malte e 2,0%
de agar puro foram esterilizados a temperatura de 121°C por 15 minutos e esfriadas a
temperatura ambiente. Os repiques foram realizados a cada 15 dias e armazenados a +4
°C a fim de verificar algumas caracteristicas morfol6gicas das col6nias.

Para preservar as culturas e diminuir o risco de alteracdo no perfil genético, foi
realizado o congelamento da cepa em ultrafreezer a -80°C. O procedimento de
congelamento foi realizado seguindo as etapas: incubacdo da cultura em meio YM
liquido a 28°C £ 2 °C durante 48 h; adicdo de agente crioprotetor estéril (glicerol 50%
p/v); homogeneizacdo da mistura, sendo a suspensdo aliquotada em microtubos estéreis
(1,5 mL), devidamente identificados seguido de congelamento imediato -80°C. Todos
os procedimentos foram realizados de forma asséptica (STABURY et al., 1995).

Para a preparacgdo do indculo foi utilizado 0 meio YM padréo liquido, contendo
(m/v): 1,0% glicose; 0,5% peptona bacterioldgica; 0,3% extrato de levedura; 0,3%
extrato de malte (GARCIA-OCHOA et al., 2000) para o volume de 50 mL em
Erlenmyer. O pH do meio foi ajustado para 7,0 e a esterilizacdo foi realizada por meio
de vapor umido (autoclave) a 121°C por um periodo de 15 minutos. O meio foi esfriado

58



e inoculado com uma algada da cultura de Xanthomonas recentemente repicada e

incubado a 28°C, 180rpm, 24 h em agitador rotativo (Shaker - Tecnal, mod. TE-424).

4.2.2.3. Etapas do estudo quanto a producéo de goma xantana a partir de bagaco de

cana

O estudo da producdo de goma xantana foi realizado em duas diferentes escalas,

sendo a primeira parte do trabalho realizada em agitador orbital (Shaker) e a ultima

etapa (planejamento estatistico) em Biorreator, seguindo as etapas conforme Figura 6.

o -

Manutencio das cepas —< Xanthomenas campesiris

¥

Shaker
(Erlenmevyeres agitados)

Figura 6: Etapas de processo para producédo de goma xantana em escala laboratorial.

Condigdes | Bioreator
operacionais
- — )
» Fermentacio -—
Separacdo das celulas Celulas

k.

Fecuperacio da goma xantana

k.

Secagem

h

Moagem e armazenamento

b

Goma xantana
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4.2.2.3.1. Selecdo de cepas que bioconverte bagaco de cana a goma xantana
Foram utilizadas quatro cepas do género Xanthomonas. As bactérias foram
obtidas da Colecdo de Culturas do Instituto Biolégico em Campinas-SP como €

mostrado na Tabela 3.

Tabela 3: Cepas de Xanthomonas utilizadas na produgdo de goma xantana.

Numero da Cepa Descrigdo
254 Xanthomonas campestris pv campestris
356 Xanthomonas axonopodis pv manihotis
472 Xanthomonas campestris pv. campestris
510 Xanthomonas campestris pv cordiae

O estudo de selecdo de linhagens foi realizado em agitador orbital (Shaker), a
28°C. O inoculo foi realizado a 180 rpm por 24 horas e a fermentacdo a 250 rpm por

120 horas, minimamente suplementado com KH,PO,a 0,1 % e uréia a 0,01 %.

4.2.2.3.2. Avaliacéo da influéncia da variacdo da concentracéo de bagaco de cana
na producao e viscosidade da goma xantana resultante

O estudo da influéncia da variacdo da concentracdo do substrato alternativo no
processo fermentativo foi realizado, visando avaliar os rendimentos de producéo e as
viscosidades das xantanas obtidas, sob condi¢Oes experimentais estabelecidas
primariamente. A linhagem utilizada neste estudo foi a Xanthomonas campestris pv
campestris. As concentracdes de bagaco de cana estudadas foram: 2 %, 4 %, 6 %, 8 % e
10 %. O estudo foi realizado em Shaker, a 28°C, 250 rpm por 120 horas.

4.2.2.3.3. Planejamento para producdo de goma xantana a partir da cepa
Xanthomonas campestris pv campestres 254 e a concentracdo de bagaco de cana
selecionados (Biorreator 1,5 L, 28°C, aeracao (1,0 — 3,0 vvm) , agitac¢éo (200 — 700
rpm), 72 horas).

Para a bactéria selecionada nos testes preliminares foram testadas as variaveis
independentes (terceira etapa do estudo) para formular o meio fermentativo: aeracao (%
de O, dissolvido) (1,0% a 3,0% vvm) e agitagdo (200 a 700 rpm). O cultivo foi
realizado em biorreator Tecnal (mod. TecBio-V) de 1,5 L, 960 mL de volume dtil

(Figura 7). Foi realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com
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trés repeticdes no ponto central e quatro pontos axiais, totalizando onze ensaios (Tabela
4). O meio de producdo do biopolimero foi elaborado com 4,0 % (m/v) de BC
suplementado com 0,01 % de uréia e 0,1 % de KH,PO,4 e o pH ajustado para 7,0. A
esterilizacdo foi realizada por meio de vapor umido (autoclave) a 121°C por um periodo

de 15 minutos.

Tabela 4: Planejamento fatorial para avaliar a influéncia de varidveis independentes (aeracgéo e
agitacéo) sobre as respostas/varidveis dependentes (producéo e viscosidades das gomas), com a cepa
X. campestris 254 e 4% bagaco de cana.

Valores Codificados Valores Reais
Ensaio o . — Aeracao
Agitacdo Aeracao Agitacédo (rpm) (wm)
1 -1 -1 200 1,0
2 -1 1 200 3,0
3 +1 -1 700 1,0
4 +1 1 700 3,0
5 -1,41 0 96,4 2,0
6 +1,41 0 803,5 2,0
7 0 -1,41 450 0,585
8 0 +1,41 450 3,41
9* 0 0 450 2,0
10* 0 0 450 2,0
11* 0 0 450 2,0

* Pontos Centrais

Figura 7: Biorreator Tecnal-TecBio de 1,5 L (A) utilizado para produ¢do de goma xantana a partir
da fermentacdo de bagaco de cana-de-agUcar e esquema com as variaveis utilizadas no processo

(B).
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Para recuperacdo da goma xantana obtidas em todos as etapas do estudo, o caldo
fermentativo foi centrifugado na velocidade de 18800 xg (12000 rpm) por 30 minutos, a
uma temperatura de 5°C para remocdo celular (Hitachi mod. CR22GlIIl). Ao
sobrenadante foi adicionado etanol 96°GL (1:3 v/v) para precipitacdo da goma. As
gomas precipitadas foram retiradas com auxilio de um bastdo de vidro e transferidas
para placas previamente taradas (Figura 8). As gomas foram secas em estufa (35+2°C)
até massa constante, e em seguida foram moidas. O polissacarideo foi armazenado em
frasco vedado para andlises posteriores. Para a purificagdo da goma xantana, solucdes

aquosas a 2,0% (m/v) foram dialisadas, sob constante agitacdo, contra &gua ultrapura

(durante 72 horas a 4°C), em membranas semipermeéveis de celulose com limite de
exclus&o molecular de 12.000-16.000 Da e porosidade de 24 A.

Figura 8: Efeito da precipitagdo da goma xantana oriunda do bagacgo de cana-de-agicar quando
adicionado etanol 96°GL (1:3 v/v).

A temperatura, o tempo de fermentagdo, a agitacdo, o pH e a concentra¢do do
oxigénio dissolvido foram monitorados durante o processo fermentativo.

Os valores obtidos dos experimentos na terceira etapa foram tratados a fim de
verificar se tais condigdes de aeracdo e agitacdo iriam influenciar ou ndo o
comportamento do sistema. As respostas ou variaveis dependentes de cada um dos
ensaios foram monitoradas durante 72 h de fermentacdo (Tabela 4). O tratamento dos
dados foi realizado utilizando-se o software Statistica 7® para as variaveis dependentes
com diferenca significativa (p<0,05).

A troca da 4gua das membranas de dialise foi realizada de 3 a 5 vezes ao dia.
Apos a dialise, as solugbes de biopolimeros foram congeladas, liofilizadas (LIOTOP

mod. L101) e armazenadas em embalagens herméticas. Com as gomas Xantana
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purificadas e submetidas a radiacdo UV para inativacdo celular, foram realizadas as
andlises de caracterizacéo.
O valor da porcentagem de conversdao dos substratos utilizados no meio de

cultivo para producao de goma xantana péde ser obtido através da Equacéo 1:

(Pf—Pi)
(Si=Sf)

% Conversdo = x 100 (Eq. 1)

Onde:

Pf = Producdo de goma xantana final; Pi = Producéo inicial; Si = Substrato inicial; Sf =
Substrato final.

4.2.234. Aplicacio da goma xantana produzida em biorreator no
desenvolvimento dos filmes flexiveis de amido

Os filmes flexiveis de amido foram preparados segundo a técnica casting, que
consiste no preparo de uma solucdo filmogénica, onde inicialmente dissolveu-se em
agua destilada, o amido de mandioca (4,0 %, g/100g), o glicerol (0,79 a 2,0 %, g/100g),
a goma xantana (0,01 a 0,05%, g/100g). Para avaliar a influéncia das concentracdes de
goma xantana e glicerol sobre as propriedades dos filmes, um planejamento estatistico
DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional) fracionado 22 foi utilizado, com 4
pontos axiais (a = + 1,41) para cada variavel independente e triplicata do ponto central,
totalizando 11 experimentos (Tabela 5). Posteriormente as solucdes foram aquecidas até
a temperatura de gelatinizacdo do amido (~ 70°C) sob agitagdo constante. Foram
pesadas 50 g da solucéo filmogénica em placas de Petri de poliestireno e desidratada em
estufa com circulacdo de ar (35+ 2°C) por 10 a 12 horas. Os filmes obtidos foram
acondicionados em dessecadores (75 %UR, 25°C) contendo solucdo saturada de cloreto
de sodio, por 10 dias, antes de serem caracterizados, conforme adaptacdo da
metodologia proposta por Veiga-Santos e Scamparini (2004).

Os valores obtidos nos experimentos foram tratados a fim de verificar se as
concentragcdes de goma xantana e glicerol influenciaram ou ndo o comportamento do
sistema. As respostas ou varidveis dependentes (producdo e viscosidade) de cada um
dos ensaios foram monitoradas. O tratamento dos dados foi realizado utilizando-se o

software Statistica 7 para as variaveis dependentes com diferenca significativa (p<0,05).
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Tabela 5: Matriz do planejamento experimental composta pelas variaveis: glicerol (X1) e goma
xantana (X2) e seus respectivos niveis em valores reais e codificados, considerando o valor de amido
fixo de 4%.

Valores Codificados Valores Reais
Ensaio Glicerol (X1) GX (X2) Glicerol (%) GX (%)
1 -1 -1 1,000 0,015
2 +1 -1 2,000 0,015
3 -1 +1 1,000 0,045
4 +1 +1 2,000 0,045
5 0 -1,41 1,500 0,009
6 0 +1,41 1,500 0,051
7 -1,41 0 0,793 0,030
8 +1,41 0 2,207 0,030
9" 0 0 1,500 0,030
10° 0 0 1,500 0,030
11’ 0 0 1,500 0,030

*Pontos centrais

4.2.4 Caracterizacdo dos biomateriais

4.2.4.1. Viscosidade aparente das gomas xantana

As amostras de goma xantana obtidas pela fertmentacédo de bagaco de cana pelas
cepa de Xanthomonas 254, 356, 472 e 510 depois de dialisadas foram dissolvidas em
agua destilada na concentracdo de 0,5% (m/v). A dissolucdo ocorreu sob agitacdo
mecanica (agitador lka mod. C-MAGHS57) por aproximadamente 15 minutos em
temperatura ambiente para total absor¢éo da agua e formacao do gel. As solucdes foram
submetidas a repouso durante 12 h a temperatura ambiente antes da leitura da
viscosidade visando a eliminacédo de bolhas.

A viscosidade aparente () das gomas obtidas foi determinada em fungéo da taxa
de cisalhamento (CHHABRA e RICHARDSON, 1999), a partir da tensdo de
cisalhamento e da taxa de cisalhamento medidas em redbmetro Haake Rheotest (mod.
2.1), com dispositivo de cilindros concéntricos, acoplado a um banho-maria. As
medidas foram feitas nas temperaturas de 25, 45, 65 e 85 °C e em taxa de cisalhamento
entre 25 e 1000 s,
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Neste modelo de viscosimetro, utilizou-se 25 mL de solugdo de goma xantana.
Uma velocidade de rotagdo variavel € aplicada ao cilindro interno e mediu-se a tenséo
de cisalhamento resultante.

Para investigacdo do comportamento pseudoplastico das solucbes de goma, foi
realizado o ajuste do modelo de Otswald-de Waele (¢ = K. y") aos dados experimentais,
a partir da regressdo da lei de poténcia, usando o software Excel 2007®, onde K é o
indice de consisténcia; n é o indice do comportamento do fluxo; o é a tensdo de
cisalhamento ¢ y ¢ a taxa de cisalhamento. A partir do grafico log o x log vy, obteve-se
os valores de K e n e as equacles das retas, podendo-se entdo através da andlise
estatistica, demonstrar o ajuste do modelo aos dados experimentais.

Os resultados foram expressos em graficos da viscosidade aparente em funcéo
da taxa de cisalhamento e viscosidade aparente em funcdo da temperatura. As unidades
de medidas utilizadas foram: miliPascal por segundo (mPa.s) para a viscosidade
aparente, 1/segundo (s*) para a taxa de cisalhamento e miliPascal (mPa) para a tensdo
de cisalhamento.

4.2.4.2. Massa molecular média da goma xantana

A determinacdo da massa molecular média (MM) foi realizado para todas as
gomas xantana produzidas por GPC CLAE-IR (PerkinElmer Serie 200), utilizando
colunas Shodex SB 803, 804, 805, 806 conectadas em série, tendo como fase mdvel
solucdo aquosa de nitrato de sédio (0,3% m/v) a um fluxo de 1,0 mL/min. Foram
injetados 80 pL das solugdes aquosas (0,3% m/v) de padrdes de dextrana (American
Polymer Standards) de diferentes pesos moleculares (102000, 207200, 431800, 655200,
759400, 1360000, 2025000, 2800000, 34500000, 5900000), das gomas xantana obtidas
por fermentacdo do BC, bem como a goma xantana padréo (Sigma) (0,3 % m/v). Os
valores das massas moleculares foram obtidos a partir de uma curva de calibracdo (log

Massa Molecular x Tempo de Retencdo) dos padrbes de dextranas.

4.2.4.3. Composi¢cdo monomérica da goma xantana

Os métodos para determinacdo de agucares e acidos urdnicos por CLAE-IR
foram adaptados de Druzian (2000). As gomas xantana obtidas a partir do BC foram
inicialmente hidratadas por 24 h / 30°C e em seguida hidrolisadas utilizando solucéo
1M de é&cido tri-fluoroacético (TFA) sendo posteriormente aquecidas a 100°C por 10h
(Estufa Tecnal mod. TE 394/2).
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4.2.4.4. Determinacdo de agucares por CLAE-IR das gomas xantana

O método para a determinacdo de acUcares utilizou um sistema por CLAE-RI
(PerkinElmer Série 200), utilizando uma pré-coluna Polypore Ca (30 mm x 4,6 mm X
10 pm) seguida de uma coluna Polypore Ca (220 mm x 4,6 mm x 10 um). As colunas
foram acondicionadas em forno a 80°C. A fase mdvel utilizada foi agua grau
cromatogréafico sob um fluxo de 0,1 mL/min. O volume de inje¢&o foi de 5 pL.

A identificacdo foi realizada por comparacdo de tempo de retencdo (Tr) entre os
picos de padrdes de glicose e manose e das amostras de goma hidrolisada. A
quantificacdo foi obtida por padréo externo, utilizando soluc¢des aquosas dos padrdes de
glicose e manose para a obtencéo das curvas.

4.2.4.5. Determinacao de &cidos urdnicos por CLAE-UV das gomas xantana

O método para a determinacgdo dos acidos urénicos utilizou um sistema por GPC
CLAE (PerkinElmer Série 200), com detector Ultravioleta (UV) em um comprimento
de onda de 195 nm, utilizando uma pré-coluna Polypore H (30 mm x 4,6 mm x 10 pum)
seguida de uma coluna Polypore H (220 mm x 4,6 mm x 10 pm). As colunas foram
acondicionadas em forno a 50°C. A fase movel utilizada foi uma solugdo aquosa de
H.SO4, pH 1,9 sob fluxo de 0,4 mL / min. O volume de injecao foi de 10 pL.

A identificacdo foi realizada por comparacdo de tempo de retencdo (Tr) entre 0s
picos dos padrdes dos &cidos glucurbnico e pirdvico e das amostras de goma
hidrolisada. A quantificagdo foi obtida por padronizacdo externa, utilizando solucGes

aquosas dos padrdes para a obtencdo das curvas.

4.2.4.6. Caracterizacdo Térmica dos biomateriais

Os equipamentos utilizados foram o Pyris 1 e DSC 60 da PerkinElmer e
Shimadzu, respectivamente, ambos calibrados seguindo as normas dos fabricantes. As
amostras foram mantidas em dessecador até serem pesadas e acondicionadas em
cadinhos previamente tarados na balanca.

As curvas termogravimétricas das gomas xantanas obtidas na selecdo de
linhagens (6,0 mg) foram obtidas da temperatura ambiente até 500°C, com uma taxa de
aquecimento de 10°C.min™, para determinar o perfil de decomposicdo térmica das
amostras, a atmosfera do forno constituida por nitrogénio numa vazdo media de 20

mL.min™%. Na variacéo de concentragdo de bagaco de cana de aglicar e no planejamento
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em fermentador a temperatura final foi de 800°C, considerando a mesma taxa de
aquecimento e vazdo média dos demais experimentos.

Para os filmes flexiveis de amido obtidos nos 11 ensaios do planejamento
experimental, a analise termogravimetrica foi realizada nas seguintes condi¢des: massa
da amostra de aproximadamente 6,0 mg, atmosfera de nitrogénio a uma vazao de 50mL
min™, razdo de aquecimento de 10°C.min™, de 25°C a 650 °C.

Em todas as analises, as curvas DTGA, correspondentes a derivada primeira das
curvas de TGAA, foram usadas para determinar os intervalos de temperatura
correspondente as percentagens de desidratagdo e decomposicdo de material organico.
O programa Pyris Manager (PerkinElmer) foi utilizado para obtencdo dos valores
observados na curva.

As curvas DSC foram obtidas na faixa de temperatura de 25°C a 500°C, com
razdo de aquecimento de 10°C.min™ e atmosfera dinamica de ar sintético com vazéo de
50 mL.min™. Utilizou-se como suporte da amostra cadinho de aluminio e a massa das
amostras analisadas variou de 4,0 a 10,0 mg. O programa TA 60 (Shimadzu) foi

utilizado para obtencdo dos valores observados na curva.

4.2.4.7. Microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) dos biomateriais

A morfologia das disperses de goma xantana obtida pelo bagaco de cana-de-
acucar foi determinada por microscopia eletrénica de transmissdo (Jeol JEM- 1230
Eletron Microscope). As amostras foram diluidas a concentracdo de 0,5% de goma
xantana e posteriormente foi realizada uma nova dilui¢do na proporcdo 1:10. O reagente
utilizado como corante foi o0 acetato de uranila, sendo preparado previamente a 1% (p/v)
em &gua deionizada. O reagente foi filtrado com o auxilio de uma seringa de plastico
acoplada com um filtro de tamanho dos poros de 0,22 .

A solucdo de goma xantana foi analisada por microscopia eletronica de
transmissdo a fim de determinar a presenga de microestruturas que conferem refor¢o em
filmes biodegradaveis de amido.

Na realizacdo da analise utilizou-se uma grade de 300 mesh recoberta com um
filme formar, na sua superficie foi adicionada uma gota da amostra e ap6s 30 segundos
(tempo necessario para fixagdo da amostra), 0 excesso da amostra na grade foi seca com
papel de filtro (Whatman n° 1). Apos isso, adicionou-se uma gota do corante acetato de
uranila, aguardou-se 30 segundos, 0 excesso do corante foi retirado com papel de filtro e

aguardou-se a temperatura ambiente a secagem na grade antes de se proceder a
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microscopia. A microscopia foi realizada no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz —
FIOCRUZ - Salvador — BA.

4.2.4.8. Esprectroscopia no infravermelho com transformada de fourier (FTIR) dos
biomateriais

As medidas de FTIR das gomas e dos filmes flexiveis de amido foram realizadas
no espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier modelo IR Prestige-21
da Shimadzu, com pastilhas de KBr, na regido de 400-4000 cm™, resolucéo de 1 cm™ e
50 varreduras. As amostras das gomas foram incorporadas ao KBr e submetidas a alta
pressdo para a producdo de pastilhas. Enquanto que para os filmes foi por leitura direta
(ATR).

4.2.4.9. Difratometria de raios-x (DRX) das gomas xantana

As analises das gomas de dos filmes flexiveis de amido foram realizadas em
Difratbmetro de raios-X Shimadzu (mod. XRD 7000), com passo de 2°/min e radiacéo
de cobre A = 1,5433 A, operando com 40 kV, corrente de 30 mAe varredura entre 5° e
80°.

Com os resultados obtidos no difratbmetro foi possivel calcular os indices de
cristalinidade das gomas e dos filmes (Equacéo 2) de acordo com o método empirico de
Segal et al. (1959), que fornece um valor aproximado de cristalinidade e com a ajuda do

Software Origin 8.1® obter os indices de cristalinidade:

1(002)—I(am)

Ic = oD x 100 (Eq. 2)

Onde:

Ic = indice de cristalinidade em percentagem
1(002) = maxima intensidade do pico de difracdo que representa o material.

I(am) = minima intensidade do pico de difracdo que representa o material amorfo.

4.2.4.10. Medida de espessura (E) dos filmes
A espessura dos filmes flexiveis de amido pré-acondicionados (75 %UR, 25°C)

foi avaliada através da espessura media através de 06 medicGes em posicOes aleatorias,
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por meio de micrometro digital Mitutoyo (mod. MDC 25 SB) de ponta plana (com
resolucdo de 1um) em triplicata (CHOI e HAN, 2001).

4.2.4.11. Medida da atividade de agua (Aw) dos filmes

As medicbes de atividade de agua (aw) dos filmes flexiveis de amido foram
realizadas com um decagono, AQUALAB LITE. Como padrfes para a calibracdo do
equipamento foram utilizados a agua pura (aw 1,000% + 0,001) e LiCl (aw 0,500% =+
0,015). As amostras, pré-acondicionadas em 75 % de Umidade Relativa a 25°C, foram
avaliadas em triplicata (VEIGA-SANTOS et al., 2005).

4.2.4.12. Medida da Umidade (U) dos filmes
A umidade dos filmes flexiveis de amido foi obtida por secagem no
infravermelho, em equipamento Unidade de Secagem Mettler LTJ ajustando-se a

intensidade da radiacdo emitida de modo que a amostra atingisse 110°C.

4.2.4.13. Ensaio mecanicos dos filmes

O comportamento mecanico dos filmes flexiveis de amido pré-acondicionados
(75% UR, 25°C) foram realizados em maquina universal de ensaios da marca EMIC
(mod. DL2000/700), com carga maxima de 20KN, seguindo a norma ASTM D-882,
com velocidade de 12,5 mm.min™ e temperatura de 25°C. Foram realizados ensaios de
tracdo em 12 corpos de prova para cada amostra. Os corpos de provas possuiam

dimensGes de 50 mm de comprimento e 25 mm de largura.
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Capitulo 5

5. Resultados e Discussao

O trabalho esta dividido em quatro etapas: na primeira etapa serdo apresentados
os resultados de selecdo de linhagens de Xanthomonas para a producdo de goma
xantana realizadas por fermentacdo em Shaker com a fonte de carbono comercial
(sacarose) e alternativa (bagaco de cana-de-agucar), e caracterizagdes dos biopolimeros.
Na segunda etapa estd descrito a influéncia da variacdo da concentracdo da fonte de
carbono (bagaco de cana-de-acUcar) na producdo de goma Xxantana pela bactéria
selecionada (em Shaker) e viscosidade da goma e demais caracterizacdes. Na terceira
etapa do estudo estdo apresentados os resultados do planejamento estatistico para a
producdo de goma xantana utilizando o bagaco de cana-de-acGcar com a cepa e
concentracdo de bagaco de cana selecionado, utilizando biorreator de 1,5 L. Na quarta
etapa estdo apresentados os resultados da aplicacdo da goma xantana microfibrilada
obtida em biorreator como aditivo de filmes flexiveis de amido, glicerol e goma xantana

bem como a caraterizacao deste biomaterial. As quatro etapas estdo conforme ilustradas

na Figura 9.
5.1 Caracterizagido do BC
e a selecio de linhagens
de Xanthomonas que = ad
- bioconvertem BC em P /iscosidade, MM,
> Shokeor _| CaracterizagGes I- TGA, DSC, DRX
5.2 Influéncia da variagio
da concentracio de BC na Viscosidade, MM,
«| producio de GX em _| Caracterizacdes |_ TGA, FTIR
5 Produciio e - Shalcer pela bactéria
aplicacdo de selecionada
Goma Xantana
micrt(:f-'}fg:—jglada 5.3 Planejamento para a Viscosidade, MM
produgéo de GX em — TGADSC, FTIR DRX,
»| Fermentador de 1.5 L nas _I Caracterizagdes I_ Composicio Quimica,
condigbes selecionadas MET
5.4 Aplicagdo de GX —
=3 microfibrilada em Filmes Aa, Umidade, TGA,
Flextveis —I Caracterizagdes I— MEV. Propriedades
Mecéanicas

Figura 9: Fluxograma ilustrando a distribuicéo da apresentagdo dos resultados do trabalho, onde
BC = Bagaco de cana e GX = Goma xantana.
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5.1. Caracterizacao quimica do bagacgo de cana-de-agucar
A composicdo do bagaco de cana-de-agUcar utilizado neste trabalho esta
apresentada na Tabela 6. Esse substrato foi utilizado nos meios de fermentacdo para

substituir a sacarose como fonte de nutrientes para producdo de goma xantana.

Tabela 6: Composicao quimica média do bagaco de cana-de-agucar.

Parametros Valor (%)

Umidade 0,84 +0,11
Cinzas 1,16 £ 0,01
Lipidios totais 1,00 + 0,02
Proteinas bruta 1,29 + 0,06
Carboidratos 95,71 £ 0,02
Celulose 35,75+ 0,02
Hemicelulose 22,03 £ 0,01
Lignina 20,34 £ 0,01

Segundo Brand&o (2013), a relacdo entre a fonte de carbono (C) e a fonte de
nitrogénio (N) do bagaco de cana é de aproximadamente 77:1. Esta é uma relagdo que
pode favorecer o acimulo de polimero (goma xantana) com propriedades reologicas
adequadas (BRANDAO, 1996).

O bagaco de cana é composto em média de 50% de celulose, 25% de
hemicelulose e 25% de lignina (PANDEY et al, 2000). O bagaco empregado para
producdo de goma xantana apresenta uma porcentagem menor de celulose (35,75%) em
compara¢do com os relatos de literatura. Este fator pode estd relacionado a maior
decomposicdo térmica da celulose durante o processamento da cana-de-acUcar para
obtencéo do caldo de cana-de-agUcar.

De acordo com Shankar et al. (1996), as fontes de nutrientes influenciam a via
de sintese do biopolimero, tornando o meio fermentativo rico em macro e
micronutrientes, assim como a adaptacdo bacteriana a um meio alternativo, podem

contribuir para um aumento na producéo de goma de xantana.

5.2. Selecdo de linhagens produtoras de goma xantana a partir de bagaco de cana
em Shaker

Sabe-se que a composi¢cdo do meio de cultura, as fontes de carbono e de
nitrogénio, as condicGes de fermentacdo, o tempo de fermentacdo, o pH , a temperatura

e do tipo de cepa de Xanthomonas podem influenciar a estrutura, a composi¢ao, a massa

71



molecular, e portanto a viscosidade da goma xantana resultante (DUTA et al., 2006;
NICOLAUS et al., 2010; ASSIS et al., 2014).

Em geral, os meios fermentativos conttm de 2 a 4% de aclcar livre,
normalmente glicose ou sacarose, como fonte de carbono, 0,05 a 0,1% de nitrogénio,
fosforo e tragos de outros minerais e resultam numa converséo de 50 a 70% da fonte de
carbono em goma xantana (ROTTAVA, 2005). Os processos industriais procuram
utilizar meios que disponibilizem condicGes tanto para o crescimento como para 0
acumulo do polimero (TEIXEIRA, 2005). Neste contexto, existe a necessidade de
suplementacdo de nitrogénio livre e fésforo no meio fermentativo composto de bagago
de cana-de-agUcar, como ureia e fosfato de potéssio.

Nesta etapa do trabalho relata-se a investigacdo de cepas de Xanthomonas na
bioconversdo de bagaco de cana a goma xantana. Como controle foi utilizado a fonte de
carbono sacarose. As cepas de Xanthomonas estudadas foram: X. campestris pv.
campestris 254, X. campestris pv. manihotis 356, X. campestris pv. campestris 472 e X.
campestris pv. cordiae 510. A Figura 10 mostra a producdo de goma xantana pelas

quatro cepas de Xanthomonas a partir dos dois meios fermentativos.
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Figura 10: Producdo de goma xantana por diferentes cepas de Xanthomonas empregando sacarose
(barras hachuradas) e 4% de bagaco de cana-de-aglcar (barras brancas) como substrato em
Shaker, a 28°C e 250 rpm. As barras de erro representam 95% dos limites de confian¢a para as
medicdes.

A producdo de goma xantana variou de 1,28 g.L™ a 22,05 g.L™* empregando

sacarose como fonte de carbono, e de 0,68 a 8,54 g.L™" quando bagaco de cana foi
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utilizado como fonte de carbono e outros nutrientes. Com sacarose como fonte de
carbono, a produgéo com a cepa 254 foi 17 vezes mais elevada do que a obtida com a
linhagem de X. campestris pv. cordiae 510, que foi a menos produtiva. No entanto,
quando o bagaco de cana foi utilizado como fonte de carbono, a menor producdo de
goma xantana foi obtida pela linhagem de X. campestris pv. campestris 472. Todas as
médias de producdo diferem entre si a 95% de confianca, 0 que permite concluir que a
cepa de Xanthomonas 254 apresentou melhor adaptacdo ao meio alternativo e
consequentemente maior producdo de biopolimero (8,54 g.L™). A bioconversdo
(Equacdo 1) dos substratos utilizados para obtencdo de goma xantana foi de 22,25%,
52,57% e 92,04% para a producdo com as cepas 356, 510 e 472 respectivamente,
utilizando o bagaco de cana. Com a sacarose, foi de 55,12%; 37,90%; 13,94% e 3,20%,
respectivamente.

A escolha de nutrientes adequados para gerar o produto de interesse esta
relacionada com a atividade metabolica do microrganismo (SANTOS-EBINUMA et al.,
2013). Neste sentido, a menor producdo de goma xantana obtida com bagaco de cana-
de-acucar pode ser resultado da menor quantidade de acUcar livre disponivel para a
reproducdo do microrganismo, uma vez que a concentragdo de carboidratos dos meios
contendo bagaco de cana é de 38,3 g.L!, enquanto o conteido de sacarose é de 40,0
g.L™

Quando a sacarose é utilizada no meio fermentativo como fonte de carbono para
0s microrganismos a disponibilidade de acucar acessivel € maior em comparagdo com 0
bagaco de cana, que é uma forma complexa (agucares ligados) para 0s microrganismos.
A primeira condicdo oferece a possibilidade de o microrganismo desenvolver uma rota
metabolica produzindo e absorvendo nutrientes, desde o inicio do cultivo. No entanto,
guando o microrganismo metaboliza bagaco de cana (polissacarideos complexos),
resulta num custo de energia adicional, associada a producdo de enzimas (hidrolases,
invertases, entre outras) e, consequentemente, no desenvolvimento de uma via
metabdlica diferenciada.

Dentre as cepas estudadas, a X. campestris pv. campestris 254 destacou-se com
relacdo a producdo de goma xantana, independente da fonte de carbono utilizada.
Moreira et al. (2001) avaliou a producdo de goma xantana em Shaker utilizando
sacarose com 18 diferentes cepas de X. campestris pv campestris e obteve uma
producdo de goma xantana variando de 2,3 gL' a 84 g.L! dependendo do

microrganismo empregado. Nitschke & Thomas (1995) obtiveram producdo em Shaker
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de 10,6 g.L™ e 14,5 g.L™ utilizando glicose e duas diferentes cepas selvagens de X.
campestris pv. campestris.

Um dos principais problemas associados aos residuos industriais € a poluicdo do
meio ambiente devido descarte. Tem-se feito varios esforcos para dar-lhes novas
aplicacBes, tais como, fonte alternativa de nutrientes visando a produgdo de
biomoléculas por microrganismos. Assim, varios residuos agroindustriais vem sendo
empregados como substratos para produzir goma xantana. Como 0s experimentos
realizados nesta etapa do trabalho foram realizados em agitador orbital (Shaker), os
resultados serdo comparados com outros produzidos em condicdo semelhante. Nery et
al. (2013) bioconverteu casca de coco com X. campestris campestris 1866 resultando
em 2,0 g.L™* de goma xantana depois de 60 horas de fermentacdo. Assis et al. (2013),
produziu goma xantana com X. axonopodis pv. manihotis 1182 a 28°C, 120 horas e 250
rpm e obteve uma producéo de 2,40 g.L™ empregando residuo liquido de sisal. No
entanto, com X. campestris mangiferaindicae 2103 e glicerina produziu 7,23 g.L™ de
polissacarideo. Silva et al. (2009) cultivou X. campestris 1230 e X. campestris 1182
com soro de leite a 28°C, 72 horas e 180 rpm, e obteve uma producéo de 10,82 g.L " e
23,81 g.L™, respectivamente. A comparacéo entre os resultados deste trabalho e os
citados na literatura mostra que o bagaco de cana-de-agUcar, por ser um substrato
composto de polissacarideos complexos é uma fonte adequada para a producédo de goma
xantana. O BC por ser um substrato complexo pode ser utilizado como substrato para

producdo de goma xantana porque o0 microrganismo Xanthomonas consegue degrada-lo.

5.2.1. Caracterizacdo das gomas xantana produzidas

5.2.1.1. Viscosidade Aparente

A solucdo de goma xantana é considerada como um fluido com comportamento
tipico pseudopléstico (GARCIA-OCHOA et al., 2000; ASSIS et al., 2014). No presente
trabalho, a viscosidade aparente de solugfes aquosas a 0,5% (m/v) de goma xantana foi
avaliada na taxa de cisalhamento de 25 s™ e 25°C.

A viscosidade aparente das gomas xantana obtidas com diferentes linhagens a
partir de bagaco de cana variou de 116,10 a 120,30 mPa.s e utilizando sacarose variou
de 96,16 a 113,08 mPa.s. A comparacdo entre as médias dos valores de viscosidade
mostra que houve diferenca estatistica ao nivel de confianca de 95% (p < 0,05),

considerando-se tanto a influencia das cepas quanto as fontes de nutrientes do meio. A
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maior viscosidade aparente foi obtida com a goma xantana produzida pela cepa 254
com bagaco de cana (120,30 + 0,07), que foi de 3,50, 1,75 e 1,03 % maior do que a
viscosidade das gomas xantana obtidas com as linhagens 356, 510 e 472,

respectivamente, com a mesma fonte de carbono (Tabela 7).

Tabela 7: Viscosidade aparente de solugdes aquosas de goma xantana obtida por fermentagdo de
diferentes cepas de Xanthomonas com sacarose e bagaco de cana de agUcar.

Viscosidade (mPa.s)

Cepas de Xanthomonas

Sacarose Bagaco de Cana
254 111,20 + 0,07°° 120,30 + 0,07
356 96,16 + 0,06 116,10 + 0,02
472 113,08 + 0,082 119,06 + 0,05
510 110,20 + 0,03%° 118,20 + 0,07%°

Letras maiGsculas indicam diferencas significativas (P>0,05) em relacdo a fonte de carbono e letras
mindsculas mostram (P>0,05) em relagdo a estirpe microbiana, nas condicdes 25°C e 25 s™.

A goma xantana obtida pela cepa 254 a partir de bagaco de cana-de-agUcar
resultou em 8,54 g.L™! de polimero (62% menor do que a obtida em meio controle
obtida com a fonte de carbono sacarose, 22,50 g.L™), (Figura 10). Em contrapartida,
este biopolimero apresentou viscosidade aparente (120,30 mPa.s) aproximadamente 8,0
% maior do que viscosidade da goma xantana obtida da sacarose (111,20 mPa.s), Tabela
7. Assim, torna-se necessario menor quantidade de goma xantana para obter solucdes
altamente viscosas. Esta viscosidade pode estar associada a maior massa molecular do
biopolimero e/ou a presenca de polimeros do bagaco de cana que ndo foram totalmente

metabolizados pelo microrganismo.

Brandao et al. (2010) cultivaram X. campestris 2103 e 1182 utilizando soro de
mandioca (Shaker) e obtiveram goma xantana com uma viscosidade aparente de 96,14 e
41,78 mPa.s, respectivamente. Assis et al. (2014) utilizando glicerina e Xanthomonas
campestris 2103 empregando varias combinacdes de aeracdo e agitacdo em biorreator,
obteve uma viscosidade aparente variando 79,60 a 262,20 mPa.s. A viscosidade
aparente destes relatos foi medida nas mesmas condigdes do presente trabalho. Assim,
nesse contexto as gomas xantanas obtidas com bagaco de cana sdo similares as

produzidas com outros substratos alternativos.
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5.2.1.2. Massa Molecular

A massa molecular média da goma xantana derivada da sacarose e do bagaco de
cana usando as quatro cepas de Xanthomonas foi determinada. Seis padrdes de dextrana
de diferentes MM com intervalo de 102.000 a 5.900.000 Da foram separados por GPC
CLAE-IR, resultando tempos de retencdo de 31,56 a 26,43 minutos, respectivamente. A
curva de calibragcdo obtida pelo Log da MM em funcdo do tempo de retencdo dos
padrdes de dextrana apresentou R? = 0,970 (y = -0,301x + 14,56). De acordo com a
Figura 11 constata-se que a massa molecular tem uma relagcdo inversa com o tempo de

retencéo.

v=-0301x+ 14,36
R:=0.970

Log MM

-]'_': il T T T T
26 27 28 29 30 31

Lad

-

Tr (min)

Figura 11: Curva de calibragdo Log massas moleculares (MM) dos padrdes de dextranas de
diferentes de massas moleculares x tempos de retenc¢éo (Tr) obtidos por GPC CLAE-IR.

Os cromatogramas das solugcdes aquosas das xantanas obtidas a partir das
diferentes fontes mostram a presenca de um pico com maior intensidade, indicando o
aparecimento da goma xantana. Quanto maior a massa molecular média menor sera o

tempo de retencdo na coluna tipo GPC (Figuras 11 a 14).
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A separacdo cromatograficas GPC CLAE-IR mostra que a massa molecular
média das gomas xantana obtida a partir do cultivo submerso em meio contendo 4,0%
de bagaco de cana-de-acucar por diferentes cepas variou de 310,08 a 354,98 kDa
(Tabela 8).
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Figura 12: Os cromatogramas (GPC CLAE-IR) mostram a distribuicdo da massa molecular da goma xantana
produzida por X. campestris pv. campestris 254 (A), X. campestris pv. manihotis 356 (B), X. campestris pv.
campestris 472 (C) e X. campestris pv. cordiae 510 (D) empregando sacarose como fonte de carbono.
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Figura 13: Cromatogramas (GPC CLAE-IR) mostrando a distribuicdo da massa molecular da
goma xantana Sigma.
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Figura 14: Cromatogramas (GPC CLAE-IR) da distribuicdo da massa molecular das gomas xantana
produzidas por X. campestris pv. campestris 254 (A), X. campestris pv. manihotis 356 (B), X. campestris pv.
campestris 472 (C) e X. campestris pv. cordiae 510 (D) empregando bagago de cana como fonte de carbono e
de nutrientes.
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A analise de comparacdo das médias mostrou que as gomas xantana com as
maiores massas moleculares ponderadas foram produzidas pela cepa de Xanthomonas
254 (352,09 kDa) e 472 (354,98 kDa), sem diferenca significativa (p < 0,05) entre si,
sendo aproximadamente 13 e 7 % maiores do que o0s obtidos com as cepas
Xanthomonas 356 (310,08 kDa) e Xanthomonas 510 (330,42 kDa), respectivamente.
Além disso, o maior valor de massa molecular da goma xantana produzida com sacarose
foi alcangado com a utilizacdo da Xanthomonas 472 (362,34 kDa), que foi apenas cerca
de 2% maior do que as obtidas a partir do bagaco de cana-de-agucar por Xanthomonas
472 (354,98 kDa) e 254 (352,09 kDa). Os dados da Tabela 7 permite ainda concluir que
os dados de massa molecular ponderada (MM) apresentam correlagcdo inversamente
proporcional de 81,07 % com os dados de viscosidade aparentes das gomas xantana
obtidas de sacarose e, de 87,10 % para as oriundas de bagaco de cana-de-acucar, Tabela
8.

Galindo et al. (1994) reportaram que elevada massa molecular da goma xantana
e a estrutura terciaria conferem a solugdo aquosa deste polissacarideo a propriedade de
ser mais ou menos viscosa. Neste estudo a goma xantana com 0s mais baixos valores de
Tr (maior massa molecular média) foi obtida com a cepa 472 utilizando a sacarose
(362,34 kDa) e a menor massa molecular, com altos valores de Tr, foi obtida com a
cepa 356 utilizando o bagaco de cana (310,08 kDa), (Figura 12 e 14, Tabela 8).

Estes resultados permitem inferir que o uso do bagaco de cana-de-agucar como
fonte de carbono e de nutrientes para o cultivo de Xanthomonas 254, representa uma
alternativa viavel para a obtencdo de goma xantana de alta massa molecular, associada a
viscosidades superiores, comparada a do biopolimero obtido em meio contendo
sacarose (convencional). Contudo, é importante avaliar os efeitos de variaveis como pH,
velocidade de agitacdo e aeracdo para otimizar o processo, de modo a maximizar as
caracteristicas que conferem qualidade a goma xantana, tornando o biopolimero mais
competitivo do que o obtido da fermentacdo de sacarose (goma xantana comercial).

Os menores Tr foram representados pelas gomas obtidas com 4 % de sacarose e
cepa 510 (29,87 minutos) e com 4 % de sacarose e cepa 472 (29,88 minutos), indicando
que a massa molecular média das xantanas produzidas foram as maiores (~362,34 kDa
com a cepa 472). Um comportamento analogo foi observado com gomas obtidas com
bagaco de cana de agucar, onde o menor tempo foi obtido com a goma 4 % bagago de
cana 472 (29,90 minuto uma massa molecular de aproximadamente 354,98 kDa),
(Figuras 12 e 14, Tabela 8).
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Tabela 8: Tempo de retencdo (Tr), massas moleculares médias (MM), limites inferiores de massas
moleculares (LIMM) e limites superiores de massas moleculares (LSMM) de gomas xantana
produzidas a partir da fonte de carbono convencional (sacarose) e alternativa (bagaco de cana).

Linhagens de Tr (min) MM (kDa)
Xanthomonas maximo ponderado Minimo LIMM MM LSMM
254 & 31,02 29,96 2963  7,09° 34354° 1648,99"
© 356 € 31,77 30,03 2963 433" 326,38° 307949
£ 472 8 31,14 29,88 2961  1,77° 362,34° 876,89
2 510 30,87 29,87 2958  1,83° 354,99" 1648,99°
§ Sigma 31,16 30,03 2971 105 327,05 1707,22
O 254 . 314 30,11 2974  7,87" 352,09" 2813,83°
356 S 31,08 29,94 2990  11,94° 310,08° 379227
472 g 31,07 29,90 29,62  27,47° 35498 351354°

510 31,36 30,02 29,63  14,21° 330,42¢ 1538,43°

TAmostras de GX na concentracéo de 4% (m/v) utilizando sacarose (SAC) como fonte de carbono com as
diferentes linhagens em Shaker.

2 Amostras de GX na concentracéo de 4% (m/v) utilizando bagaco (BC) como fonte de carbono com as
diferentes linhagens Shaker.

Ambas as gomas obtidas pela fermentacdo tanto do substrato convencional
(sacarose), quanto o alternativo (bagaco de cana) apresentaram tempos de retencdo
menores que a goma xantana Sigma, resultando, portanto em maiores massa molecular.
A goma xantana Sigma eluiu em 30,03 minutos e uma massa molecular média (~331,78
kDa), conforme Tabela 8 e Figura 12.

O Limite de Distribuicdo das Massas Moleculares de um polimero é uma
variavel importante, uma vez que relaciona-se com varias propriedades fisicas, como
adesdo, resisténcia, forca elastica, fragilidade, permeabilidade a gases. Os limites desta
distribuicdo permite observar que a goma xantana Sigma tem um menor intervalo de
LDMM (1,05-1707,22 x 10°® Da) enquanto que as demais gomas obtidas com os
diferentes substratos e diferentes linhagens apresentaram intervalos de LDMM (1,83 —
3792,27 x 10%), (Tabela 8). Segundo Pace (1991), as xantanas exibem uma combinacéo
de propriedades que sdo essenciais para a aplicacdo. Tais propriedades sdo determinadas
por sua composicdo quimica, agrupamentos e ligacdes moleculares, massa molecular
média e sua distribuicéo.

A massa molecular esta diretamente associada as propriedades reoldgicas da
Xantana, pois o tamanho das cadeias do polimero e a estrutura terciaria conferem a
solucdo aquosa a propriedade de ser viscosa (GALINDO, 1994). Pode ser também

influenciada pelo microrganismo produtor e pelas condi¢fes operacionais aplicadas
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Constata-se as maiores massas moleculares (Tabela 8) para as gomas xantana
obtidas com sacarose e a cepa 472 e com bagaco de cana e a cepa 254, justificando a
maior viscosidade aparente do biopolimero (Tabela 7). Observa-se que quando menor o
tempo de retencdo maior é a massa molecular da goma xantana e consequentemente a
viscosidade aparente aumenta.

Assim como neste trabalho (Tabela 8), Shatwell et al. (1990) mostram a
influéncia de patovares de Xanthomonas em relacdo a massa molecular. Os autores
relatam uma variacdo entre 9000 kDa para o polimero produzido pelo patovar
campestris 646 kDa e 1270 kDa com o patovar phaseoli (1128).

A diferenca na massa molecular pode estar influenciada a fatores genéticos
inerente a cada cepa de Xanthomonas, porém outros fatores, como: concentracdo do
indculo, agitacdo, temperatura, pH, tempo de cultivo e nutricionais devido a composicao
do substrato da fermentacdo provocam mudancas quantitativas e qualitativas nas gomas
sintetizadas (GARCIA-OCHOA et al., 2000; GALINDO, 1994), gerando
polissacarideos com diferentes massas moleculares (SUTHERLAND, 1993). Portanto,
estas variaveis devem ser minuciosamente avaliadas e definidas com o intuito de gerar

um polimero homogéneo e, conseqlientemente, com qualidade reprodutivel.

5.2.1.3. Analise Termogravimétrica

A Figura 15 mostra as curvas TGA sobrepostas para as amostras de goma
xantana obtida com a fonte de carbono sacarose (A) e as gomas obtidas com o bagaco
de cana (B). Na Figura 16 estdo relacionadas as DTGA (derivadas) das amostras.

Todas as amostras apresentaram dois eventos térmicos independente do
substrato ou cepa. O primeiro evento, a temperaturas inferiores a 120°C, é atribuido a
perda de agua, ou desidratacdo. No segundo evento, em temperaturas maiores que
200°C, ocorre a decomposicao do biopolimero, e esta associado a ruptura das principais
ligagbes de goma xantana. Para as amostras de goma obtidas com a fonte de carbono
sacarose e as linhagens X. campestris pv. campestris 254 e X. campestris pv. manihotis
356 parece existir trés eventos térmicos, apesar de que nesta faixa de temperatura
(202°C a 356°C) é confirmado pela literatura que acontece apenas a degradacdo do
polissacarideo, logo pode ser um evento conjugado. Esse fato pode estar relacionado a
linhagem utilizada e a sua influencia no polimero obtido. Para a goma xantana obtida

com a fonte alternativa, bagago-de-cana, esse mesmo comportamento aconteceu apenas
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com a goma obtida com a linhagem X. campestris pv. cordiae 510. As percentagens de
perda de massa, observados em cada etapa das curvas de TGAA das amostras de goma

obtida com sacarose e bagago de cana podem ser vistos na Tabela 9.

100 -, ——BC 254

—— SAC 356 = ----BC356
----sacs10 | | TTEEe- CULITITITN, - - Sigma
-+~ Sigma 80 + - -----BC 510
SAC 472

- SAC254

80

60 60

Massa (%)

40

Massa (%)

40 -

20 20 4

T T
100 200 300 400 1CI)0 Z(I)O 3(IJO 460

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 15: Curvas de TGA de gomas xantana obtidas por X. campestris a partir de sacarose (SAC),
bagaco de cana (BC) comparados a goma xantana Sigma.
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Figura 16: Curvas de DTGA de gomas xantana obtidas por X. campestris a partir de sacarose (SAC), bagaco
de cana (BC) comparados a goma xantana Sigma.

De acordo com Faria et al (2011) a absorcdo de agua pela goma de xantana é
devido a presenca de grupos polares na estrutura, especialmente OH. A presenca de
agua em polimeros liofilizados pode estar associada com a rapida absor¢édo de umidade
durante a pesagem das amostras, uma vez que o processo de liofilizacdo aumenta o

caréater higroscopico do polimero.
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Tabela 9: Eventos térmicos e porcentagens de perda de massa (Am) referentes as gomas obtidas
com as diferentes linhagens com a sacarose, bagaco de cana e a goma xantana padrao (Sigma).

1° Evento 2° Even_to/Eventos Residuo a

Conjugados 500°C
Amy (%) Am; (%)/Tonset %

Sigma 12,65%/28,4°C 57,42%/255,80°C 29,93
® 356 13,16%/26,2°C 54,36%/249,44°C 32,48
§ 472 11,63%/27,0°C 55,2%/231,47°C 33,17
< 254 15,0%/25,7°C 49,0%/207,00°C 36,00
> 510 13,16%/27,0°C 34,84%/252,99°C 52,00
356 14,90%/25,7°C 49,10%/247,10°C 36,00
% 472 13,19%/25,9°C 47,68%/251,55°C 39,01
> 254 11,21%/27,8°C 55,49%/237,95°C 33,30
m 510 11,21%/27,8°C 60,61%/252,08°C 28,18

Ao avaliar a curva de TGAA (Figura 15) da goma xantana Sigma, € possivel
constatar que a temperatura Tonser de goma xantana Sigma, goma xantana obtida com
sacarose e bagaco de cana sdo 255,80°C, 235,22°C e 247,17°C, respectivamente. Isto
indica que a xantana padrdo é mais estavel termicamente, e as gomas xantana obtidas
com o bagaco de cana de diferentes linhagens se aproximaram da goma padréo Sigma.

Dados de TGAA de diferentes polissacarideos, incluindo goma xantana, séo
relatados como por Zohuriaan e Shokrolahi (2004). Os autores obtiveram, para o
primeiro estagio, uma temperatura maxima de perda de massa de 74,6 °C (8,7 %) para a
goma de xantana (Aldrich) com um intervalo de temperatura de 30 — 91,3°C. O segundo
evento (251,5 - 330,3°C) apresentou temperatura de perda de massa maxima em
290,8°C (41,6%). O estudo termogravimétrico da goma xantana, produzida por Faria et
al (2011) a partir do caldo de cana como fonte de carbono, também mostra um Unico
evento de decomposicdo apds a perda de massa inicial referente a remocao da umidade
da amostra, com méaxima perda (50 %) a 280°C.

A goma xantana obtida a partir da bioconversdo do bagaco de cana e de
sacarose, e a goma Xxantana Sigma degradaram em temperaturas entre 200°C a
aproximadamente 400°C com perda de massa cerca de 20% a 50% e apresentando uma
perda maxima entre 250°C e 350°C. Assim, a goma de xantana obtida com a cepa 510 e
sacarose como fonte de carbono mostram estabilidade térmica e comportamento
semelhante a goma de xantana Sigma. A goma xantana obtida a partir do bagaco como
fonte de carbono apresentou estabilidade térmica maior do que as gomas xantana

obtidas com a fonte de carbono sacarose com todas as gomas obtidas a partir das varias
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cepas utilizadas 254, 356 e 472, com excecdo da cepa 356. Assim, é possivel utilizar
estas gomas em processos que exigem maiores temperaturas, por exemplo, no processo

de extrusdo com a funcéo de plastificante para producéo de filmes.

5.2.1.4. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A andlise de DSC foi usada para estudar as transi¢cdes térmicas que ocorrem no
decurso do aquecimento, sob uma atmosfera inerte. As curvas de DSC estdo
apresentadas nas Figuras 17. A partir das curvas de DSC dos polimeros obtidos através
da bioconversédo das diferentes fontes de carbono utilizadas, é possivel observar que as
gomas xantana apresentam comportamentos similares quando submetidos as mesmas
condicdes de temperatura. Na Figura 16, observam-se dois eventos: um endotérmico e
outro exotérmico. O primeiro evento ocorre na faixa entre 25°C e 150°C e um pico
endotérmico a 86°C, referente a perda de agua adsorvida, devido a umidade do
polimero. O segundo pico, teve inicio a 250°C e refere-se a degradacéo do material. Na
Figura 17, bagaco de cana como substrato fermentescivel, é possivel observar dois
eventos caracteristicos do perfil de goma xantana encontrado na literatura. O primeiro,
variando entre 23,5°C a 164,5°C é referente a remocdo da umidade da amostra. O
segundo evento tem temperatura de inicio degradacdo do polimero em 235°C. Esses

dados corroboram com os dados da anélise termogravimétrica (Figura 16, Tabela 9).
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Figura 17: Curvas DSC de gomas xantana obtidas por X. campestris a partir de sacarose (SAC), bagaco
de cana (BC) comparados a goma xantana Sigma.

A temperatura elevada favorece a hidrolise, que de polissacarideos (ramificagdo

da goma xantana), por exemplo, pode promover a quebra da ligagédo glicosidica (C-O),
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com ruptura da cadeia principal do polimero e reducdo da sua massa molar. Essa quebra
promove principalmente a reducdo do tamanho da cadeia polimérica e

consequentemente a reducgéo da viscosidade.

Villetti et al (2002) realizaram estudos de DSC a temperaturas acima de 300°C e
observaram ainda um evento entre 400°C e 550°C, referente a carbonizacdo da goma
xantana. Em 750°C, foi observada a presenca de residuo, ou seja, material inorganico. O
valor de residuo observado na goma xantana é devido & presenca de ions Na* em sua
estrutura, tais ions podem formar diferentes compostos inorganicos durante o processo
de degradacéo (SOARES et al., 2005).

5.2.1.5. Microscopia Eletronica de Transmissao

As micrografias eletrdnicas por transmissdo da goma xantana Sigma (padréo) é
mostrada na Figura 18 (A), a Figura 18 B é da goma xantana obtida pela bioconverséo
da sacarose (fonte convencional) e a 18 (C e D) da goma xantana obtida com bagaco de
cana.

Na micrografia da goma xantana padrdo (Figura 18 A), a presenca de uma
estrutura de rede polimerica pode ser observada, e esta estrutura de rede de polimero é
uma caracteristica da goma xantana, como ja relatado por LUDIN e HERMANSSON,
(1995). Na Figura 18 C e D é possivel observar que além da estrutura em rede da goma
Xantana, a presenca de microfibrilas, o que indica a obtencdo de goma xantana
microfibrilada, mostrando que as bactérias além de converter parcialmente o bagaco de
cana em goma xantana, a reduzem em microfibrilas. Isto possivelmente pode estar
relacionado ao fato de ter ocorrido a hidrolise parcial do bagaco de cana pelas
Xanthomonas, resultando na presenca de microfibrilas de celulose.

Apos visualizacdo das micrografias é possivel observar a presenca das
microfibrilas na estrutura da goma xantana produzida a partir de bagaco de cana de
acucar, efeito ndo apresentado nas morfologias da goma xantana padrdo (Sigma) e a
obtida com a fonte convencional sacarose, (Figura 18).

A fim de comprovar a existéncia de microfibrilas na goma xantana, foi realizada
uma nova separagéo por GPC CLAE-IR até 80 min, a fim de observar o comportamento
da amostra em um tempo de corrida maior. Foi obtido um pico em 43 minutos que
poderia ser devido a presenca de microfibrlas de celulose (Figura 18 B). Com o intuito

de confirmar a presenca destas microfibrilas foi realizado uma corrida com a celulose
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microcristalina comercial (CMC), a qual demonstrou a presenca de um pico no mesmo
tempo de retencdo do segundo pico da solugdo de goma xantana produzida por bagaco

de cana (43 minutos).

Figura 18: Microscopia eletronica de transmissdo da goma xantana Sigma em 0,5 pm (A), goma
xantana obtida pela cepa de Xanthomonas 254 com sacarose 0,2 pm (B), e a goma xantana obtida
pela cepa de Xanthomonas 254 com bagago 0,2 um (C e D).

A técnica cromatografica permitiu a separacdo dos picos e constatou que ha a
presenca de material fibroso na rede da goma xantana, mas 0 mesmo ndo esté ligado a
estrutura do biopolimero, uma vez que através da técnica de cromatografia liquida
conseguiu-se separar 0s dois picos. A Figura 19 também mostra a micrografia, de uma
aliquota do pico de 43 minutos separado pelo coletor de fracbes do equipamento. As
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proporg¢des da amostra injetada é 55,62 % de goma xantana e 44,38 % correspondente
as microfibrilas de celulose do bagaco de cana.
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Figura 19:Cromatogramas (CLAE-IR) mostrando a distribuicdo da massa molecular da goma
xantana obtida com bagaco de cana (A), com Tr = 22,97 min, e a Microscopia eletrénica de
transmissdo (B) da fracao do segundo pico coletado das microfibrilas de celulose, com Tr= 43,40
min, da injecdo da goma xantana obtida pela cepa de Xanthomonas 254 com o bagaco de cana
como fonte de carbono em 100nm.

Na morfologia da Figura 19 B observa-se a presenga de microfibrilas na sua
estrutura. Esta microscopia evidencia os resultados ja apresentados, confirmando assim,
gue as amostras de goma xantana produzidas a partir da fermentacdo de bagaco de cana
com Xanthomonas tem a presenca de microfibrilas de celulose devido a degradacédo
parcial dos polimeros do residuo. Com objetivo de testar a capacidade da goma xantana
microfibrilada foram formulados filmes de amido de mandioca com a goma xantana

obtida a partir do bagaco de cana que serdo apresentados no decorrer deste trabalho.

5.4.1.6. Analises de Difracdo de raios-X (DRX)

A Figura 20 mostra os difratogramas das amostras do bagaco de cana, da goma
xantana padréo Sigma, das gomas xantanas obtidas com as diferentes fontes de carbono
(bagago e sacarose) com a linhagem de Xanthomonas 254, e da celulose, onde é

possivel visualizar as intensidades dos picos cristalinos e o halo amorfo das amostras
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analisadas. Os picos estreitos representam grande grau de ordenamento estrutural,
mostrando assim uma maior cristalinidade.

Quando os raios-X interagem com um material cristalino geram um padrdo de
difracdo, sendo que cada componente tem seu padrdo, Unico e representa a sua
identidade. Quanto maior o nimero de cristais de uma estrutura em um plano, mais
intensos, pontiagudos e estreitos serdo os picos no difratograma. A parcela amorfa gera
picos mais largos e menores (BAUMHARDT NETO, 2003).

Intensidade (u.a)
1
Intensidade (u.a)

‘ Bagago de Cana

y

- GX Sacarose 254
Celulose PA

0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
20 28

Figura 20: Difratogramas do bagaco de cana-de-aglicar, goma xantana Sigma, goma xantana obtida
com bagaco de cama e a cepa 254, goma xantana obtida com sacarose e a cepa 254 e celulose.

Nesse contexto a analise por difracdo de raios-X também permite identificar a
presenca da celulose nas amostras de gomas xantana obtidas com bagaco de cana, o que
é atribuido a existéncia de dominios cristalinos maiores nessas amostras, diferente do
que acontece com as amostras de goma xantana obtida com a fonte de carbono sacarose
e goma xantana Sigma. Na Tabela 10 estdo relacionados os indices de cristalinidade das
amostras.

O resultado do DRX mostra que o indice de cristalinidade € maior para a
celulose (93,96 %) e menor para a goma xantana Sigma (39,91 %). Os Ic do bagaco,
celulose e a goma xantana obtida com o bagaco de cana séo numericamente proximos, o
que indica que além da goma produzida a partir do bagaco encontra-se a presenca

impregnada de microfibrilas de celulose.
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Tabela 10: indice de cristalinidade (Ic) do bagaco de cana, da celulose, goma xantana Sigma, gomas
xantana obtida com as diferentes fontes de carbono (bagaco de cana e sacarose) e Xanthomonas
254.

Amostras indice de Cristalinidade (Ic) %
Bagaco de Cana 90,53
Celulose 93,96
Gomas Xantana Sigma 39,91
Goma Xantana Sacarose 254 53,09
Goma Xantana Bagaco 254 92,51

Considerando que nos difratogramas da goma obtida com bagaco, além do
biopolimero semicristalino é possivel observar picos bem definidos caracteristico da
presenca de microfibrilas de celulose, levando ao aumento no indice de cristalinidade
dessas amostras, corroborando com as micrografias das mesmas, onde também é
possivel observar as microfibrilas impregnadas no biopolimero produzido (Figura 18 C
e D).

5.3. Efeito da variagdo da concentracdo de bagaco de cana-de-acucar na producdo

e viscosidade da goma xantana pela bactéria selecionada em Shaker

Nesta etapa do trabalho foi avaliado o efeito de diferentes concentracdes de
bagaco de cana em cultivo submerso empregando a cepa de X. campestris pv.
campestris 254 na producdo de goma xantana. A producdo de goma xantana realizada
com variacdo de 2 a 10 % de bagaco de cana no meio minimamente suplementado com
0,01 % de ureia e 0,1 % de fosfato de potassio em Shaker (28°C e 250 rpm), pode ser
observado na Figura 21.

A producdo de goma de xantana variou entre 0,54 g.L ' a 8,44 g.L"*. A maior
producdo de goma xantana dentre estas concentracdes testadas foi alcancada com a
concentracdo de 4 % de bagaco de cana, resultando em 8,4 g.L ™. Este valor foi de 3,50,
1,89, 2,58 e 15,56 maior do que os obtidos com 2, 6, 8 e 10 % de bagago de cana . Com

um aumento na concentragdo de bagaco, ndo favoreceu a producdo de goma de xantana.
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Figura 21: Producgdo de goma xantana por X. campestris pv. campestris 254 empregando diferentes
concentracdes de bagaco de cana. As barras de variacdo correspondem a um intervalo de confianca
de 95%.

Com 6, 8 e 10% de bagaco de cana, ha duas hipoOteses que podem explicar a
baixa producdo. Com uma concentracdo elevada (10 % de bagaco de cana) o
microrganismo ndo é capaz de produzir enzimas celuloliticas para converter a celulose
em glicose, resultando em menor producdo de goma xantana. Provavelmente o excesso
de fonte de carbono causa limitacdo do desenvolvimento bacteriano. Por outro lado, a
utilizacdo de 2 % do residuo que resultou na baixa producdo, pode estar associado a
insuficiéncia de fonte de carbono.

A sacarose € a principal fonte convencional de carbono estudada para produzir
goma xantana. O fato que o meio de cultivo estar diretamente ligado com o custo final
do produto, € essencial descobrir fontes alternativas como, por exemplo, o bagaco de
cana. Para que o microrganismo metabolize o0 bagaco como uma fonte de carbono, é
necessario que o mesmo degrade esta fonte, o que resulta em um maior gasto de
energia.

Farias et al., 2011 avaliou caldo de cana como fonte de carbono para a produgéo
de xantana por Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459. Com um
rendimento de xantana de 0,58 g-g™* por quantidade de sacarose e produtividade de 0,63
g.L ™ .h* foram obtidas 25,0 e 35,0 g.L™* de goma xantana, respectivamente.

Nery et al. (2013) estudou a fermentacdo de X. campestris campestris 1866 com

casca de coco verde como fonte de carbono, com producéo de aproximadamente 2 g.L™
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depois de 60 horas de bioprocesso. Assis et al. (2013) produziu goma xantana por
fermentacdo de X. axonopodis pv. manihotis 1182 a 28°C, 120 horas e 250 rpm, com
producdo de 0,65 g.L™* and 2,40 g.L™" empregando glicerina e liquido de sisal,
respectivamente como fontes de carbono. No entanto, Brand&o et al. (2013) utilizando a
cepa de X. campestris mangiferaindicae 2103 e glicerina do biodiesel nas mesmas
condices que Assis et al. (2013), relatam 7,23 g.L™ do polissacarideo. A comparacio
entre os resultados deste estudo e os citados na literatura mostra que o bagaco de cana é
uma fonte adequada para a producdo de goma xantana empregando Xanthomonas.

Depois de obtida a goma xantana sob uma forma estavel € necessario
caracterizar o polissacarideo. Neste sentido, foi possivel determinar a viscosidade
aparente das gomas nas temperaturas de 25°C, 45°C, 65°C e 85°C em funcao da taxa de
cisalhamento, conforme (Figura 22) para todas as gomas xantana produzidas neste
estudo. Em relacdo a temperatura, todas as viscosidades das gomas xantana diminuiram
consideravelmente com o aumento da temperatura.

A pseudoplasticidade de solucdes de xantana € afetada pelo tempo e a
temperatura da fermentacdo. Gomas obtidas de processos acima de 55 horas de
fermentacdo possuem altas viscosidades, enquanto que a temperaturas maiores que
28°C, o polimero apresenta baixos teores de acetato e piruvato e menor massa
molecular; conseqiientemente, as solucGes aquosas terdo menores viscosidades. O
aumento na concentracdo inicial de nitrogénio gera goma xantana com viscosidades
menores (CASAS et al., 2000), porém, a viscosidade dessas solugdes nao € influenciada
por mudancas de pH entre 1 e 11 (MORRIS, 1984).

Considerando a viscosidade aparente a 25°C e uma taxa de cisalhamento de 25 s°
! (Figura 22 A), os valores deste parametro sdo 160,0 mPa.s, 120 mPa.s, 76,0 mPa.s,
64,0 mPa.s e 43,2 mPa.s para goma xantana produzida com 2 %, 4 %, 6 %, 8 % e 10 %
de bagaco de cana, respectivamente. Os resultados mostram que hd uma tendéncia
inversamente proporcional entre a concentracdo de residuo e a viscosidade aparente de

goma xantana (R? = 0,93).
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Figura 22: Viscosidade aparente de solu¢Ges de goma xantana (0,5% m/v) derivada do bagaco de
cana 25°C (A), 45°C (B), 65°C (C) e 85°C (D) em diferentes concentracdes de bagacgo 2% (L1 ), 4%
(O), 6% (£)), 8% (**) and 10% (<).

As viscosidades das solugbes aquosas das gomas xantanas a partir da
bioconversdo do bagaco de cana diminuiram com o aumento da temperatura entre 25°C
e 85°C (Figura 22). Essa reducgdo esta associada com alteracdes conformacionais nas
moléculas devido a elevacdo da temperatura, 0 que gera uma transi¢cdo conformacional
de uma estrutura ordenada rigida a uma estrutura desordenada (MILAS e RINAUDO,
1979; MEDEIROS et al., 2000).

As solucdes de xantana sofrem uma transicdo conformacional de uma estrutura
ordenada rigida a uma estrutura desordenada emaranhada por aquecimento a
temperaturas acima do ponto de fusdo (MEDEIROS et al., 2000).

O comportamento pseudoplastico das gomas xantana em solucdo aquosa foi
confirmada por ajuste dos dados experimentais, pelo modelo de Ostwald-de Waele.

Todas as solugdes aquosas de amostras de goma xantana a 0,5% (m/v), obtidas a
partir de bagaco de cana, segundo a Equacdo 2 o coeficiente de correlacdo (R?) variou
na faixa 0,982-0,999 (Tabela 11). Além disso, o indice de fluxo foi menor do que 1, o

que indica um comportamento pseudoplastico pronunciado. Os valores de indice de
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consisténcia variaram de 93,68 a 1560 para as gomas obtidas com o bagaco de cana.
Como esperado, a pseudoplasticidade da goma xantana diminuiu com o aumento da

temperatura (Tabela 11).

Tabela 11: Parametros reolégicos (n — indice de fluxo e K — indice de consisténcia) mostrando a
pseudoplaticidade de goma xantana (0,5% m/v, 25 s-1, 25 a 85°C) por Xanthomonas 254 e bagago
como substrato.

Parametros Reoldgicos

T (°C) 2% BC 4% BC
n K R* n K R’
25 0,407 1560 0,999 0,414 784,52 0,989
45 0,392 1405 0,998 0,409 758,88 0,998
65 0,358 1237 0,999 0,420 723,18 0,999
85 0,554 93,68 0,997 0,392 582,86 0,984
6% BC 8% BC
T (°C)
n K R® n K R’
25 0,396 1397 0,998 0,375 44222 0,996
45 0,373 1249 0,998 0,382 388,33 0,996
65 0,394 482 0,991 0,416 299,71 0,995
85 0,460 123,95 0,982 0,512 97,27 0,984
T(°C) 10% BC GX Sigma
n K R’ n K R®
25 0,292 1316 0,994 0,270 2541 0,989
45 0,307 1046 0,996 0,299 2046 0,999
65 0,356 528 0,996 0,357 1293 0,999
85 0,502 93 0,997 0,429 661 0,993
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5.3.1. Caracterizacgédo das gomas xantana produzidas com diferentes concentracoes

de bagaco por Xanthomonas 254

5.3.1.1. Massa molecular média de goma xantana

Algumas condicdes, tais como meio de cultura, as cepas de Xanthomonas e as
condigdes operacionais de processo podem afetar a massa molecular da goma xantana
que pode variar de 2 x 10° a 20 x 10° Da (GARCIA-OCHOA, 2000). As massas
moleculares médias das gomas xantana obtidas com a variacdo da concentracdo de
bagaco, presente no meio sdo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12: Massas Moleculares das gomas xantana produzidas por Xanthomonas 254 com meio
contendo bagaco em diferentes concentragdes.

Bagaco de Cana Tr (min) MM (kDa)
(%) maximo ponderado minimo LIMM! MM? LSMM®
2 30,91 30,05 29,61 17758 321,74 437,52
4 31,14 30,11 29,74 7,89 352,09 2813,83
6 31,06 29,98 29,61 160,29 338,65 439,32
8 31,06 30,03 29,64 160,29 327,05 430,41
10 30,86 29,96 29,69 183,88 344,25 415,67
Sigma 31,16 30,03 29,71 1,05 327,05 1707,20

ILimite inferior de massa molecular; 2Massa Molecular Média; SLimite superior de massa molecular

A separacdo cromatografica por GPC CLAE-IR (Tabela 12) mostra que a massa
molecular média das gomas xantana obtidas a partir da cultura submersa em meio
contendo diferentes concentragdes de bagaco de cana variou de 321,74 a 352,09 kDa. A
maior massa molecular foi produzida no meio contendo 4 % de bagaco de cana (352,09
kDa), seguido por 10 % de bagaco de cana (344,25kDa). Os valores obtidos sdo
superiores aos relatados por Garcia-Ochoa et al., (2000), e mais préximos da goma
xantana padrdo Sigma. Além disso, como a composi¢cdo do meio pode influenciar na
massa molecular da goma xantana, os resultados relatados no presente trabalho podem
ser resultantes da fonte de carbono utilizada para a produgdo do polissacarideo.
Conforme relatado anteriormente, para utilizar este residuo o microrganismo desenvolve
um percurso metabolico diferente, o que resulta em um polimero com massa molecular
diferente, mas mantendo as propriedades do polimero. Esta situacdo sugere o uso do

bagaco de cana como fonte de carbono alternativa para a cultura de Xanthomonas 254
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representando uma alternativa viavel para a obtencdo de goma de xantana de elevada
massa molecular, em comparacdo com 0s biopolimeros obtidos em meio contendo

sacarose (convencional).

A variacao da concentracdo do bagaco de cana no meio de Xanthomonas exerce
grande influéncia ndo somente na producdo de goma xantana (Figura 21), e na
viscosidade (Tabela 11), mas também na massa molecular e na distribuicdo da massa
molecular (Tabela 12).

Diversos estudos tém mostrado a influéncia da linhagem de Xanthomonas, da
agitacdo, da temperatura, sendo observadas variacdes na massa molecular. Os resultados
de Shatwell et al. (1990) relatam valores de variacdes de 0,9 x 10° KDa a 1,27 x 10°
KDa, quando utilizadas as linhagem campestris 646 e phaseoli 1128, respectivamente,
pela técnica de espalhamento de luz. A massa molecular determinada pela técnica de
viscosidade intrinseca oscilou entre 2,4 x 10° a 6,3 x 10° Da para essas cepas,
respectivamente.

A massa molecular e a viscosidade dependem da associacdo entre as moléculas
do biopolimero, que por sua vez depende também das cepas que vai realizar a
bioconversédo do substrato utilizado, a composi¢do do meio de fermentacdo e as variadas

condigbes de operacdo usadas no processo fermentacdo (BRANDAO et al., 2013).

5.3.1.2. Analises Termogravimétricas

As curvas de TGA/DTGA das gomas xantana produzidas a partir de diferentes
concentracdes de bagaco de cana como fonte de carbono e demais nutrientes e
micronutrientes estdo apresentadas na Figura 23. Estas curvas mostram o0 mecanismo da
decomposicdo térmica das gomas obtidas no bioprocesso. As gomas xantana obtidas
com diferentes concentracfes de bagaco de cana apresentam curvas termogravimétricas
similares, onde se observa trés eventos de perda de massa. O primeiro evento acontece
numa faixa de temperatura de 29,6 a 181,1°C que € atribuido a desidratacdo da xantana.
A absorcdo de agua pela goma é devido a presenca de grupos polares na sua estrutura,

especialmente de grupos OH.

O segundo estagio refere-se & decomposicdo dos biopolimeros entre 222,1°C e
353,7°C (Figura 23). E terceiro estagio entre 484,11°C e 737,95°C, atribuido a
decomposic¢éo de subprodutos da goma xantana ou substrato ndo bioconvertido.
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Portanto, ao se comparar os valores da curva de TGAA das gomas xantana
obtidas com bagago com goma xantana Sigma, constata-se diferencas. Os valores
médios de Tonset SA0 de 30,7°C e 206°C para as gomas produzidas a partir deste
substrato, enquanto que para goma Xantana Sigma (Tonset igual a 255,80°C). Isto
significa que as gomas xantana obtidas com bagaco de cana-de-agucar sdo mais estaveis
termicamente quando comparadas a goma xantana Sigma. A Tabela 13 mostra 0s
eventos e as perdas de massas referentes as gomas obtidas com a variagdo de

concentracdo de bagaco de cana.

Das concentracbes de bagaco de cana estudadas pode-se observar que a
concentracdo 8 % resultou goma xantana com menor Tonset (190,91°C) de degradagéo do
polimero, seguida da goma xantana obtida na concentracdo de 4 % de bagaco que
apresentou Tonset (207°C).
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Figura 23: TGA (linha solida) e DTGA (linha pontilhada) curvas de goma xantana obtidas
com diferentes concentragdes de bagago: 2 %; 4 %,6 %; 8 %, 10 % , cepa de X. campestris 254
e Sigma.



Tabela 13: Eventos térmicos e porcentagens de perda de massa (Am) referentes as gomas obtidas
com as diferentes concentracdes de bagaco de cana.

Bagaco 1° Evento 2° Evento 3" Evento I‘QeSId;J 0
(%) a 800°C
Amy (%) Am; (%0)/onset Am3 (%0)/Tonset %

2 13,93%/29,24°C  50,34%/214,75°C  6,1%/555,15°C 29,63

4 12,82%/34,22°C  52,79%/207,07°C  16,39%/519°C 18,00

6 13,97%/31,19°C  65,26%/210,92°C 20,15%/409,51°C 20,77

8 13,68%/32,30°C  63,53%/190,91°C 22,80%/390,86°C 22,79

10 15,50%/30,40°C  67,37%/210,19°C 20,63%/449,33°C 17,13

As demais gomas ndo apresentaram diferencas notaveis quando comparadas
entre si. Os resultados de degradacdo térmica obtidos nesse estudo podem ser
comparados com os dados de gomas xantana produzidas com caldo de cana pela
bactéria Xanthomonas descritas por Faria et al. (2011). Os autores relatam que a goma
xantana resultante apresentou um primeiro evento de perda de massa de 15% entre 30 e
140°C com méxima desidratacdo a 58°C, enquanto o segundo evento, referente a perda
de mais de 40% do polimero, ocorreu entre 220 e 320°C com maxima decomposi¢cdo em
283°C. Os resultados sdo similares aos obtidos por goma xantana produzida com bagaco
de cana, entretanto os resultados de goma xantana obtida com caldo de cana foram
realizados com taxa de aquecimento de 20°C.min™* sob uma atmosfera de N, a um fluxo
de 30 mL.min™ até 600°C.

5.3.1.3. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 24 mostra o espectro de FTIR da goma xantana padrdo Sigma e as
gomas xantana obtidas com diferentes concentragdes de bagaco. Todas as amostras de
gomas xantanas apresentam bandas de absorcdo em torno de 1.027 cm™ que podem ser
associados com o alongamento dos grupos C-C e C-O e a banda tipica de C-H
polissacarideos (HASHEMI et al., 2014). Nos espectros de goma xantana, as bandas de
vibracdo de hidrogénio ligado a O-H e C-H sdo observadas em 3416 cm™ e 2902 cm™,
respectivamente (POOJA et al., 2014). Nessa regido é comumente encontrada uma
banda larga, correspondente a deformacdo axial de grupos hidroxila de ligacdes de
hidrogénio intermoleculares de polissacarideo. Absorcdes a 1.656 cm™ e 1.438 cm™
estdo relacionados com vibracbes de alongamento assimétricas e simétricas de anion
carboxilico, que esta presente na cadeia lateral do trissacarideo da goma xantana obtida
com bagaco de cana e a linhagens 254 (HASHEMI et al., 2014; CAEL e
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BLACKWELL, 1974). Independentemente da concentracdo de substrato (bagago de
cana), a bactéria Xanthomonas € capaz de bioconverter o bagaco de cana a goma
Xantana com 0s mesmos grupamentos funcionais do biopolimero, semelhantes a goma

Xantana padrdo Sigma.

—— GX Sigma

2% GX SBC 254
4% GX SBC 254
6% GX SBC 254
8% GX SBC 254
10% GX SBC 254

Transmitanica (u.a)
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Figura 24: Espectros de FTIR de gomas xantana produzida utilizando diferentes concentragdes de
bagaco de cana (2%, 4%, 6%, 8% e 10%) e Xanthomonas 254 e da goma xantana Sigma (controle).

Os valores maximos de producdo de goma xantana obtidos pelas cepas de
Xanthomonas campestris pv campestris 254 em agitadores orbitais a 28°C, 250 rpm por
120h, foram obtidos com bagaco de cana a 4 % (8,4 g.L™"). Contudo, as maximas
viscosidades das solucbes aquosas (0,5% m/v, 25°C, 25s-1) dos biopolimeros foram
obtidas com o substrato a 2% (160 mPa.s), com comportamento pseudoplastico
caracteristico de goma xantana.

A massa molecular média das solu¢fes aquosas das xantanas obtidas com esta
cepa a partir de diferentes concentracGes de bagaco de cana foram maiores para 4 %
(352, 09 kDa) seguida da 10 % (344,25) ambas maiores que a goma Xantana Sigma
(327, 05), mas sem grande variacao nas distribui¢bes destas massas. Portanto, os valores
de producéo, de viscosidade aparente e massas moleculares das gomas xantana obtidas
pela fermentacdo em batelada do bagaco de cana em agitador orbital foram

influenciados pela concentragdo do substrato alternativo do meio fermentativo.

O perfil da goma xantana padrdo e das gomas obtidas com bagaco de cana-de-
acucar pode ser um indicativo de que a bioconversdo utilizando o bagago de cana nas
diferentes concentracbes € promissora, levando-se em consideracdo tanto as

caracteristicas de producao dos biopolimero como a qualidade.
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5.4. Influéncia da agitacdo e aeracdo nas propriedades de gomas xantana
produzidas pela bactéria selecionada com bagaco de cana-de-aglcar em biorreator

Nesta etapa do estudo relata-se a influéncia das variaveis independentes agitacéo
e aeracdo do processo de fermentagéo, nas condicGes selecionadas: bagago de cana (4
%) e bactéria Xanthomonas 254 em biorreator de 1,5 L, nas respostas producdo e
viscosidade.

O controle da agitacdo e a aeracdo Sdo parametros importantes para evitar
condicOes de anaerobiose decorrentes da alta viscosidade do meio devido o aumento da
formagdo do polissacarideo, visto que a bactéria é estritamente aerdbia. Logo, a
combinacdo adequada destes niveis, deve ser estudada para evitar a limitacdo na
transferéncia de oxigénio ou condicdes de estresse hidrodindmico (CASAS et al., 2000).

A Tabela 14 apresenta a matriz do planejamento fatorial composto de trés
repeticbes no ponto central com os valores reais, bem como as respostas produgao e
viscosidade aparente (0,5% (m/v), 25°C, 25s™") das gomas xantana obtidas em biorreator
de 1,5 L, pela X. campestris pv. campestris 254 ap06s 72 h de fermentacdo a 28°C de

meio contendo 4 % de bagaco de cana.

Tabela 14: Matriz do planejamento fatorial com as respostas produgdo de xantana e viscosidade
aparente ap6s 72 h de fermentacdo com a X. campestris cepa 254 e 4% de bagago de cana em
biorreator de 1,5 L.

. Aeracao Agitacao Producao Viscosidade 25°C, 25 s,
Ensaio

(vwm) (rpm) (g.L™H? 0,5% (mPa.s)?
1 1,0 200 0,88 14,53
2 3,0 200 0,47 13,68
3 1,0 700 7,62 123,80
4 3,0 700 413 102,51
5 2,0 96 0,92 12,27
6 2,0 803 3,76 100,58
7 0,6 450 2,52 43,40
8 1,0 450 1,09 43,22
9 2,0 450 1,60 45,92
10° 2,0 450 1,48 49,68
117 2,0 450 1,71 35,17

14,0 % substrato bagaco de cana, 28°C, 72 h; * 0,5% (m/v), 25°C, 25s™"; Todos os ensaios foram
realizados utilizando 4% de bagaco de cana como fonte de carbono suplementado com 0,01% de
uréia e 0,1% de K,HPO,. *Pontos centrais
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A variacdo das varidveis independentes aeracdo (1,0 a 3,0 vvm) e agitagdo (200 a
700 rpm) exercem grande influéncia na producdo de goma xantana, com variagdo de
0,47 a7,62 g.L™ (Tabela 14) da producio.

A maior producdo de goma xantana foi obtida no Ensaio 3 (7,62 g.L™), com as
seguintes condi¢Oes de processo: 4,0% bagaco, 1,0 vwm e 700 rpm, conforme
demostrado na Tabela 14. A segunda maior producdo de goma foi obtida pelo Ensaio 4
(3,0 vwvm e 700 rpm) com 4,13 g. L™, sequidas do Ensaio 6 (2,0 vvm e 803 rpm) com
producdo de 3,76 g.L " e do Ensaio 7 (0,6 vwm e 450 rpm) com producéo de 2,52 g.L %,
todas utilizando a concentragédo de 4% de bagaco de cana no meio de cultivo.

Ao passar da escala de Shaker (4 % bagago de cana, 28°C, 250 rpm e 120 h), que
resulta na producdo 8,54 g.L™ e viscosidade de 120,30 mPa.s (25°C, 25 s, 0,5 % goma
Xantana) para biorreator 1,5 L (4 % de bagaco de cana, 1,0 vvm e 700 rpm, 72 h) onde
observa-se uma producdo méxima de 7,62 g.L" e viscosidade de 123,80 mPa.s,
constata-se proximidade nestas respostas independente portanto do volume e condigdes
de cada processo. No entanto, temos que levar em consideracdo que a transferéncia de
massa em Shaker ndo € tdo favorecida quanto em biorreator.

A producdo de goma xantana por Xanthomonas campestris NRRL B-1459 a partir
de sacarose, em diferentes velocidades de agitacédo (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
relatam 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™). 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 vwvm em 1,0 L de meio
contendo glicose. Nesse estudo, a producdo de goma xantana quase dobrou quando a
velocidade de agitacdo foi aumentada de 100 (3,0 g.L ") para 600 rpm (6,3 g.L™Y).
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 10 vvm em 2,0 L de meio também contendo glicose, com méxima producéo a
600 rpm (6,9 g.L™).

Com o objetivo de verificar a qualidade das xantanas produzidas nos onze ensaios,
as gomas foram primeiramente dialisadas em membranas semi permeaveis de celulose,
e apos 48 h sob agitacdo constante, foram liofilizadas. Para verificar a qualidade das

gomas xantanas produzidas, foram preparadas solu¢des aquosas a 0,5% (m/v) do

100



biopolimero e medidas as viscosidades aparentes, em mPa.s a 25°C e taxa de

cisalhamento de 25 s™.
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Figura 25: Comportamento da viscosidade aparente das gomas xantanas a 0,5% (m/v), 25°C a 85°C e
taxa de cisalhamento de 25 a 1000 s obtidas nos quatro ensaios (E3, E4, E6 e E7) a partir das diferentes
combinacdes de aeracéo e agitacao utilizando bagaco de cana e X. campestris 254.

As variacGes das varidveis independentes aeracdo e agitacdo também exercem
grande influéncia na viscosidade aparente das solucdes aquosas de goma xantana, com
variacdo de 12,27 a 123, 80 mPa.s, dependendo das condicdes utilizadas no processo
fermentativo (Tabela 15). Pode-se observar que a goma que apresentou maior
viscosidade também foi a obtida nas condi¢des do Ensaio 3 (123,80 mPa.s com 3 vvm e
200 rpm), seguida pelo Ensaio 4 (102,51 mPa.s com 3 vvm e 700 rpm), Ensaio 6
(100,58 mPa.s com 2 vvm e 803 rpm) e Ensaio 7 (43,40 mPa.s com 0,6 vvm e 450 rpm).

A diminuicdo da viscosidade com o aumento da temperatura destas quatro
gomas (E3, E4, E6 e E7) pode ser visualizada na Figura 25, onde ha evidencia de um
comportamento pseudoplastico tipico de goma xantana, ou seja, a viscosidade aparente
decresce com 0 aumento da taxa de cisalhamento conforme observado também por Caik
et al., 2001; Rao et al., 2003 e Padilha, 2003.
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A Figura 25 apresenta também o efeito de diferentes temperaturas (25°C, 45°C,
65°C e 85°C) e taxas de cisalhamento (25s™ a 1000 s™) sobre a viscosidade de solugées
aquosas de goma xantana obtidas com o bagaco de cana e X. campestris 254 nos
Ensaios 3, Ensaio 4, Ensaio 6 e Ensaio 7. O efeito do aumento de temperatura de 25°C
para 85°C exerce diferentes efeitos nas gomas xantana obtidas nos Ensaios E3, E4, E6 e
E7 com diminuicdo de viscosidade de 60,48%, 59,63%, 61,62% e 51,95%,
respectivamente. A partir de 400 s* de deformagdo a temperatura exerce menor
influéncia na viscosidade independente da condicdo de agitacdo e aeracdo usada na

producdo, (Figura 25).

Tabela 15: Parametros reoldgicos mostrando a pseudoplasticidade da xantana sintetizada pela
Xanthomonas cepa 254 com bagaco de cana e diferentes condi¢Ges de agitacdo e aeracdo em
biorreator (ensaios selecionados).

Parametros Reoldgicos

T Ensaio 3 Ensaio 4

(°C) n K R’ n K R’
25 0,354 990,06 0,982 0,315 928,58 0,982
45 0,360 897,58 0,995 0,342 744,01 0,989
65 0,494 502,42 0,999 0,464 286,01 0,995
85 0,449 288,44 0,993 0,473 225,55 0,999
T Ensaio 6 Ensaio 7

(°C) n K R? n K R’
25 0,439 290,10 0,996 0,448 256,78 0,997
45 0,459 210,42 0,977 0,472 194,36 0,999
65 0,519 111,71 0,995 0,533 107,02 0,998
85 0,476 101,91 0,985 0,501 103,95 0,986

*Solugdo aquosa da goma xantana obtida a partir do bagaco de cana nos quatro ensaios (0,5% m/v), 25s™.

O comportamento pseudoplastico das solu¢bes das gomas dos quatros ensaios
selecionados, foi confirmado através do ajuste do modelo de Ostwald-de-Waele aos
dados experimentais, a partir da regressdo de poténcia. Os coeficientes de correlacdo
(R?) variaram entre 0,977 e 0,999, mostrando que o modelo pode ser usado na
representacdo do comportamento das solu¢es de gomas. A pseudoplasticidade indica
que o indice de consisténcia (K) diminui ao aumentar a temperatura, enquanto que o
indice de fluxo aumenta com o incremento da temperatura (Tabela 15).

As amostras das solugdes de goma xantana obtidas nos Ensaios 3, 4, 6 e 7 se
comportaram de acordo com o modelo descrito, com todos os valores dos indices de

fluxo (n) menores que a unidade, o que confirma um comportamento pseudoplastico
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(Tabela 15). Os valores de indices de fluxo variaram de 0,315 a 0,533 a 25°C a variagdo
de taxa de cisalhamento de 25s™* a 1000 s™. O valor do indice de consisténcia (K) indica
0 grau de resisténcia do fluido diante do escoamento; assim, quanto maior o valor de K
mais viscoso sera o fluido.

As propriedades reoldgicas sdo mensuradas como um indicador da qualidade do
produto (SCAMPARINI, 1991). As altas tensdes de cisalhamento s&o utilizadas para
realizar estudos reoldgicos das condicdes do processamento de determinadas solucdes
ou produtos (SHAW, 1975).

Assim, a andlise da viscosidade de solugbes aquosas de xantana revela com
maior precisdo o potencial de aplicagdo industrial do biopolimero ao determinar a
viscosidade aparente de soluces aquosas em baixa concentracdo (ANTUNES, 2000;
RAO, 1999). Na medicdo da viscosidade, ha interferéncia da estrutura molecular e da
concentracdo de polimero, uma vez que a viscosidade da solu¢do aquosa de uma goma
esta diretamente relacionada a rigidez da molécula o qual depende, principalmente, das
estruturas primaria e secundaria. Estas propriedades, por sua vez, estdo diretamente
associadas a cepa produtora e as condicdes operacionais do processo (BRADSHAW et
al., 1983).

Vale salientar que ndo se pode fazer uma comparacdo direta com dados da
literatura, uma vez que as condicdes de analise reoldgica foram diferentes.

Borges (2007) para a caracterizacdo de gomas xantana produzidas por 30 cepas
de X. campestris pv pruni a 3% (m/v), redbmetro Haake, modelo RS150 e sistema placa-
placa com sensor PP35Ti, em taxa de deformacdo de 10 s, relata valores de
viscosidade entre 1.370 mPa.s & 12.700 mPa.s. Para uma amostra de xantana comercial
testada, foi encontrada uma viscosidade 3.400 mPa.s.

Rottava (2005) relata que a viscosidade aparente de gomas obtidas da
fermentacdo em Shaker de glicose e sacarose com cepas do presente trabalho, X.
campestris pv. manihotis (1182), X. campestris pv. campestris (254; 607; 729; 1078) e
X. campestris pv. arracaciae (1198) com viscosidade aparente de 360 mPa.s, 220
mPa.s, 230 mPa.s, 66 mPa.s, 37 mPa.s e 161 mPa.s, respectivamente, para uma taxa de
deformacéo de 10,5s™.

Os dados de producdo de goma xantana e viscosidade aparente (Tabela 16) com
a cepa 254 foram tratados estatisticamente, sendo que cada resposta foi avaliada
independentemente. O tratamento dos dados obtidos nesse estudo foi realizado

utilizando-se o software Statistica 7 produzido pela StatSoft, na qual os resultados dos
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ensaios do planejamento fatorial com X. campestris 254 foram tratados estatisticamente,
sendo que cada resposta foi avaliada independentemente.

O valor do coeficiente “p” estd ao nivel de significancia da variavel
independente sobre a varidvel resposta em estudo. Sendo assim, pode-se afirmar que,
para valores de “p” inferiores 0,05, a influéncia da variavel independente é considerada
estatisticamente significativa (BARROS NETO et al., 2010).

Para a resposta producdo de goma xantana (Tabela 14) foram calculados os
coeficientes de regressao, mostrados na Tabela 16, na qual se observa que todas as
varidveis (aeracdo e agitacdo), bem como suas interacOes, apresentaram efeitos

significativos (p < 0,05) sobre a producdo de goma xantana.

Tabela 16: Estimativa de efeitos das varidveis independentes agitacdo e aera¢do na resposta
producdo de goma xantana.

Termo Coeficiente p — valor
Constante 1,597 0,001
Agitacao 1,802 0,000*
Agitacdo’ 0,672 0,005*

Aeracéao - 0,740 0,003*
Aeracéo’ 0,404 0,014*
Agitacao x Aeragao -0,770 0,005*

Nota-se na Tabela 14, que para aeracdo mantida a 1,0 vvm, a alteracdo da
agitacdo do valor minimo valor (200 rpm, E1) para 0 maximo (700 rpm, E3) causou um
aumento de 0,88 g.L™ para 7,62 g.L™" na producdo de goma xantana. O mesmo
comportamento ocorreu quando se manteve a aera¢do em 3,0 vvm com um acréscimo
de 0,47 g.L™ para 4,13 g.L™ na producdo. Por outro lado, a agitagdo mantida a 200
rpm e a aerago variando de 1,0 para 3,0 vvm, causou uma reducdo de 0,88 g.L™* para
0,47 g.L™ na producdo de goma xantana, enquanto a mesma variagdo da aeracdo a uma
velocidade de 700 rpm, causou uma reducdo na producdo de 7,62 g.L™" para4,13g.L™"
Logo, 0 uso de elevadas velocidades de agitacdo e baixas taxas de aeracao resulta no
acréscimo na producédo de xantana.

O sumério da analise de varidncia para producdo de goma xantana (Tabela 17),

mostra valor de R? > 0,80, indicando, portanto, que o modelo foi bem ajustado aos
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dados experimentais e que menos de 20 % do total das variagdes ndo podem ser

explicadas pelo modelo proposto.

Tabela 17: Analise de variancia para avaliacdo estatistica do modelo de producédo de goma xantana
obtidas pela fermentacéo de bagaco de cana por Xanthomonas 254 em bioretator de 1,5 L.

Fonte de Soma dos Grau de Média F F
Variacdo Quadrados liberdade Quadratica Calculado Tabelado
Regresséo 35,552 5 11,851 2,804 5,05

Residuo 8,453 5 4,226

Falta de Ajuste 8,427 2,808 212,256 19,16
Erro Puro 0,026 0,013
Total 44,005 10
R? 0,808

Residuo = Falta de ajuste + erro puro. Regressdo= Soma dos Efeitos e interagdes.

De acordo com Barros Neto et al., (2010) o valor de F calculado dever ser de 4 a
5 vezes maior que o F tabelado para 0 modelo ser preditivo. A predicdo do modelo deve
ser verificada pelo fato do F calculado ser aproximadamente 4,06 vezes maior do que o
F tabelado.

Para o modelo de regresséo o valor do F calculado foi 1,8 vezes menor que o
valor de F tabelado. Portanto, 0 modelo proposto ndo é preditivo a 95% de confianca.
Assim, as variaveis independentes, ndo foram suficientes para descrever precisamente a
resposta producado, e/ou suas faixas de variacdo ndo foram adequadas, sendo possivel
apenas descrever suas tendéncias (Tabela 17).

Para a resposta viscosidade das gomas xantana produzidas (Tabela 14) foram
calculados os coeficientes de regressdo, mostrados na Tabela 18, onde se observa que a

variavel agitacdo exerce efeito positivo significativo (p < 0,05) na resposta viscosidade.

Tabela 18: Estimativa de efeitos das varaveis independentes agitagdo e aeracdo na resposta
viscosidade de goma xantana.

Termo Coeficiente p — valor
Constante 43,590 0,009
Agitacao 40,373 0,004*
Agitacdo’ 9,858 0,009*
Aeracgéo -2,799 0,403
Aeragio’ 3,300 0,407

Agitacéo x Aeragéo -5,110 0,307
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Os sinais dos coeficientes da variavel agitacéo (p < 0,05) indicam que, ao fixar a
aeracdo em 1,0 vvm e alterar a agitacdo de 200 (Ensaio 1) para 700 rpm (Ensaio 3),
constata-se um aumento de 14,53 mPa.s para 123,80 mPa.s na viscosidade. Fixando a
aeracdo em 3,0 vvm e passando a agitacdo de 200 rpm (Ensaio 2) para 700 rpm (Ensaio
4), ocorreu um acréscimo de 13,68 mPa.s para 102,51 mPa.s na viscosidade (Tabela
14). Portanto, o aumento da agitacdo resulta no aumento da producdo de goma xantana
com maior viscosidade.

O sumério da analise de variancia para viscosidade de goma xantana,
apresentados na Tabela 19, mostrou o valor de R? = 0,92, indicando, portanto, que o
modelo foi bem ajustado aos dados experimentais e que apenas 8 % do total das
variacdes ndo podem ser explicadas pelo modelo proposto. Por outro lado, para o
modelo de regressdo o valor para F calculado foi apenas 1,5 vezes maior que o valor do

F tabelado. Portanto, o0 modelo proposto néo € preditivo a 95% de confianca.

Tabela 19: Andlise de variancia para avaliacdo estatistica do modelo de viscosidade de goma
xantana obtidas pela fermentagdo de bagaco de cana por Xanthomonas 254 em bioretator de 1,5 L.

Fonte de Soma dos Grau de Média F F
Variag&o Quadrados liberdade Quadratica Calculado  Tabelado
Regressao 13757,18 5 4585,73 7,50 5,05
Residuo 1222,07 5 611,04 6,52 19,16
Falta de Ajuste 1108,66 0
Erro Puro 113,41 0
Total 14979,26 10
R? 0,92

Residuo = Falta de ajuste + erro puro. Regressdao= Soma dos Efeitos e interagdes.
5.4.1. Propriedades das gomas xantana selecionadas (E3, E4, E6 e E7).

5.4.1.1. Massa Molecular

As massas moleculares das amostras de gomas xantana que apresentaram
maiores producgdes (Ensaio 3, 4 6 e 7) depois de dialisadas foram analisadas por GPC
CLAE-IR. Solugdes aquosas de padroes de dextranas com diferentes massas
moleculares foram utilizadas para construcdo da curva de calibracdo R? = 0,970 (y = -
0,301x + 14,56), conforme (Figura 11).
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Figura 26: Cromatogramas das separacfes por GPC CLAE - IR a) nanowhiskrs de bagaco de
cana; b) celulose microcristalina (CMC), obtidas nos Ensaios E3; E4; E6 e E7.

As separagdes das solugbes de dextrana de diferentes massas moleculares de

102.000 a 5.900.00 Da. A combinacdo das varidveis independentes aeracdo e agitacdo

exerce grande influéncia na massa molecular das gomas xantana com variacdo de 14,44

a 73,43 x 10° kDa, dependendo da condicdo utilizada no processo fermentativo (Tabela

14), conforme mostrado na Tabela 20.

De acordo coma Figura 26 nota-se que a massa molecular tem relagéo inversa

com o tempo de retencdo. Assim, a menor massa molecular foi separada em 44,48

minutos e a maior massa molecular em 22,23 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 11, Tabela 20).
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Tabela 20: Tempos de retengdo (Tr), massas moleculares ponderadas (MM), limites inferiores
(LIMM) e superior de massas moleculares, das separagbes GPC-CLAE-IR de solugbes de
nanowhiskers de bagaco de cana (NWBC), celulose microcristalina (CMC), e das a gomas xantanas
obtidas nos Ensaios E3, E4, E6 e E7.

Tr (min) MM (Da)
Amostra
maximo ponderado minimo LIMM MM LSMM
NWBC 45,17 42,80 42,25 8,95 46,35 67,90
CcMC 45,28 43,45 42,37 8,29 29,52 62,47
E3.1 (lvwvm;700 rpm) 23,55 22,37 21,72 29,38 x 10° 66,63 x 10° 10,46 x 10’
E3.2 (lvwm;700 rpm) 45,30 42,45 41,82 8,17 59,09 91,51
E4.1 (3vvm; 700rpm) 23,45 22,23 21,35 31,49 x 10° 73,43 x10° 13,52 x 10’
E4.2 (3vvm; 700rpm) 45,21 42,32 41,43 8,70 64,67 119,95
E6 1 (2vvm; 803 rpm) 24,32 22,37 21,50 17,22 x10° 66,63 x 10° 12,19 x 10’
E6.2 (2vwvm; 803 rpm) 45,00 42,67 41,88 10,06 50,73 87,77
E7.1 (0,6 vwm; 450 rpm) 25,50 22,80 21,07 7591x10° 49,44 x 10° 16,42 x 10’
E7.2 (0,6 vwm; 450 rpm) 45,46 44,48 43,87 7,32 14,44 22,06

Constatou-se que a mudanca de escala de Shaker para Biorreator promoveu um
aumento da massa molecular de aproximadamente 300 x 10° Da para 66,631 x 10° Da e
variacdo de viscosidade de 120,30 mPa.s para 123,80 mPa.s. No Ensaio E7 baixas
aeracdo e agitacdo resultam em goma xantana de menor massa molecular. As maiores
aeracdo (E3 = 3 vvm) e agitacdo (E6 = 803 rpm) parece exercer a mesma influéncia na
massa molecular, superiores a condicéo E7.

Vale ressaltar que na condicdo E3 foram obtidos as maiores producdes de goma
Xantana associadas a maior viscosidade (Tabela 15). Portanto condicdes intermediarias
de agitacéo e aeragdo (E4 = 3 vvm e 700 rpm) resulta em goma xantana de maior massa
molecular, e producéo intermediéria de goma xantana e viscosidade.

Casas et al. (2000) relatam dois efeitos com o aumento da velocidade de
agitacdo: aumento na taxa de transferéncia de massa de oxigénio e também um dano nas
células. Nas maiores velocidades (800 rpm/min) o crescimento celular e a producdo de
goma xantana sdo menores, provavelmente devido ao dano celular por “stress”
hidrodinamico; e em velocidades baixas (100 rpm/min) também se observou baixo
crescimento de biomassa e producdo de goma xantana, devido & limitacdo na
transferéncia de oxigénio. Para esse estudo foi utilizado um biorreator de 1,5 L, e a
producdo de goma xantana, alcangcou um maximo quando a velocidade de agitacdo foi
fixada em 700 rpm/min. Em velocidades de agitacdo mais baixas ocorre limitacdo de
oxigénio, resultando em um decréscimo da massa molecular média, e também em um

decréscimo nos parametros reoldgicos (Tabelas 16 e 21).
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A aeracdo fornece oxigénio aos microrganismos, para que possam exercer as
atividades metabdlicas e também a manutencdo em suspensdo. A agitacdo permite
regulacao da transferéncia adequada de oxigénio tanto para a reproducéo celular quanto
para 0 acimulo do polimero. Portanto, a agitacdo ndo apenas € importante na producao
de células, mas também tem influéncia na formagcdo do produto, sendo por isso
essencial o controle da agitacdo (PAPAGIANNI et al., 2001).

Papagianni et al. (2001) observaram que o aumento do nivel de agitacao, resulta
em niveis de producdo de goma xantana. Nesse estudo, a producdo de goma xantana
aumentou quando a velocidade de agitagdo foi aumentada de 200 para 700 rpm,
passando de 0,88 g.L™ para 7,62 g.L™.

A massa molecular ndo influenciou pela velocidade de agitacdo (100 — 600
rpm); de acordo com os resultados de CLAE, ficaram em redor de 500 kDa
(PAPAGIANNI et al., 2001). A massa molecular da goma xantana é critico para a

viscosidade intrinseca e para as propriedades espessantes do polimero.
5.4.1.2. Composi¢cao Quimica das gomas xantana selecionadas

Com o objetivo de caracterizar os monossacarideos que compdem o polimero
das gomas sintetizadas, apds hidrolise acida, realizou-se a separacdo destes monémeros
por CLAE- IR (Figuras 27 e 28).

A composicdo monomérica da goma 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
(MORRIS, 1976).
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As equacBes das retas e os valores de R? obtidos para as curvas de calibragdo
construidas com as areas dos picos de padrées dos monossacarideos (glicose, manose,

4cido glucurdnico e 4cido pirtvico) versus concentracio (mg.L™), estdo na Tabela 21.
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Figura 27: Cromatogramas CLAE-IR de adrfes de glicose e manose; b) goma xantana Sigma; c)
Gomas xantana obtidas nos ensaios E3; d) E4; d) E6; e) E7.

Tabela 21: Equacdo da reta e R? obtidos para as diferentes curvas de calibracdo dos padrdes de
agUcares e acidos urdnicos separados por CLAE-IR.

Monossacarideos Equacdo da Reta R’
Glicose y = 64068x (&rea do pico) - 3502 0,99
Manose y = 64015x (&rea do pico) - 2057 0,99

Acido Glucurénico y = 1437x (&rea do pico) - 1726 0,99
Acido Piravico y = 13209x (&rea do pico) - 13508 0,99
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Figura 28: Cromatogramas CLAE-IR de a) padrdes de &cido glucurénico e &cido pirdvico; b)
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As percentagens dos teores de glicose, manose, acido glucurdnico e é&cido

piravico dos quatro ensaios em biorreator de 1,5 L estdo apresentados na Tabela 22. A

variacdo do valor de aeracdo e de agitacdo exerce influéncia na composicao quimica da

goma xantana obtida da fermentacdo de bagaco de cana por Xanthomonas campestris

camprestris 254.
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Tabela 22: Concentragdo dos agucares e acidos urdnicos das gomas sintetizadas com a cepa 254 e
bagaco de cana nos ensaios E3, E4, E6 e E7.

Glicose Manose Acido Glucurénico Acido Pirtavico

=nsaio (%) (%) (%) (%)
E3 (1 vvm; 700 rpm) 96,17 3,43 0,34 0,06
E4 (3 vvm; 700 rpm) 28,12 71,81 0,06 0,01
E6 (2 vwm; 803 rpm) 8597 13,93 0,02 0,08
E7 (0,6 vvm; 450rpm) 95,66 4,09 0,18 0,07
Sigma 70,78 29,07 0,10 0,05

Em todos os Ensaios selecionados E3, E4, E6 e E7 foram identificados glicose,
manose, &cido glucurdnico e &cido piravico nos biopolimero obtidos. A condicdo de
aeracao e agitagdo que resultou a maior produgdo de goma xantana e maior viscosidade
(E3, Tabela 14) conduziu a biossintese de um polimero com alto teor de glicose
enguanto que as condi¢des do E4 (3 vvm; 700 rpm) conduziram a formacéo de polimero
com maior teor de manose (Tabela 22).

Os maiores teores de glicose, em torno de 96%, foram encontrados nas gomas
Xantana sintetizadas sob taxa de aeracdo igual ou inferior a 1,0 vvm (Ensaios 3 e 7), que
sdo cerca de 17% maior que o teor de glicose encontrado para a goma xantana Sigma
(79,78%). Seguidas pelas gomas xantana produzidas sob 2,0 vvm (85,97%) e sob 3,0
vvm (28,12%). A porcentagem méaxima de manose (71,81%) foi encontrada na goma
Xantana sintetizada nos niveis maximos de aeracdo (3,0 vvm) e agitacdo (700 rpm),
aproximadamente 60% maior do que a goma xantana Sigma.

As amostras analisadas, apresentaram, em geral, baixas concentra¢fes de acidos
glucurénico e piravico (< 0,1 %). O grau de piruvacdo pode ter uma importante
influéncia na efetividade de certas aplicagdes. A aplicacdo da goma xantana para
melhorar a recuperacdo de 6leo pode depender principalmente do grau de piruvacéo,
devido a precipitacdo da goma xantana ou adsor¢do no solo (BRANDFORD e BAIRD,
1983).

Segundo Padilha, (2003), esta composicdo é a mais comumente encontrada na
goma xantana, uma vez que os polimeros produzidos pelas cepas 289 e CA110
apresentaram a mesma composi¢do de monossacarideos.

Peters et al. (1989) demonstram que existe uma forte relacdo entre a demanda
microbiologica de oxigénio e o grau de piruvacdo. A limitacdo de oxigénio, utilizado no
estudo, em sistema de batelada ou continuo, levou a uma concentracdo de piruvato mais

baixa. A dependéncia da piruvacdo com relagdo ao fornecimento de oxigénio ndo é
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inesperada. Por ser um componente altamente oxidado do polimero, o aumento do nivel
de oxigénio dissolvido em velocidades de agitacdo mais elevadas, pode explicar o
aumento da quantidade de piruvato obtido (PAPAGIANNI et al., 2001).

5.4.1.3. Analise Termogravimétrica das xantanas obtidas nos ensaios E3, E4, E5 e ES6.

Na Figura 29 sdo apresentadas as curvas de TGAA dos biopolimeros (E3, E4, E6
E E7) obtidos nos experimentos 3, 4, 6 e 7, indicando perfis similares com dois eventos
principais.

O perfil termogravimétrico obtido a partir da goma xantana produzida no Ensaio
3 apresentou dois eventos de perda de massa. O primeiro evento (perda me massa de
14,7 %) é referente a perda de agua superficial e intrinseca, ocorrendo no intervalo entre
25,71 e 122,49°C, com temperatura de velocidade maxima de perda de massa em
69,44°C. A absorcdo de dgua pela goma xantana é devido a presenca de grupos polares
na sua estrutura, especialmente o grupo -OH. A etapa seguinte, acompanhado por uma
perda de massa superior (60%), ocorreu entre 212,73 e 369,07°C, sendo atribuido a
degradacdo do polissacarideo. A temperatura onde a degradacdo é maxima foi
observada a 334,25°C.

Para 0 Ensaio 4 o primeiro evento (25,76 — 152,88°C) é atribuido a desidratacdo
da xantana e corresponde em média a 16,55% de perda de massa. O segundo estagio
inicial de decomposicdo da goma xantana estd em torno de 174,47°C e o final em
aproximadamente 409,13°C, com perda de massa média de 41,86 % (Figura 29). O
terceiro evento tem temperatura inicial de 431,71°C e final em aproximadamente
496,22°C, com velocidade méxima de perda de massa de 467,87°C.

Para a goma xantana obtida no Ensaio 6 o primeiro evento ocorreu entre (26,59
— 139,40°C) e estd relacionado a desidratacdo. O segundo estagio inicial de
decomposicdo do biopolimero (207,16 - 404,79°C), com uma velocidade de
decomposicdo maxima em 306,92°C. O terceiro estagio tem temperatura inicial de
463,36°C e final em aproximadamente 530,95°C, com velocidade maxima de perda de
massa de 485,83°C pode estd relacionada & decomposicdo térmica ou pirdlise de
materiais organicos presente na estrutura do biopolimero. No Ensaio 7 o primeiro
evento ocorreu entre (34,93 — 166,35°C) relacionado a perda de agua e agua ligada. O
segundo evento ocorreu entre (205,91 — 424,93°C) referente a degradacdo do polimero.
E o terceiro e ultimo evento entre (464,49 — 532,38°C), com velocidade maxima de
degradacéo em 491,62°C (Tabela 23).
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Figura 29: TGA (linha so6lida) e DTGA (linha pontilhada) de gomas xantana obtidas nos diferentes
Ensaios 3, 4, 6 e 7 em biorreator de 1,5 L.

Dados de TGAA de diferentes polissacarideos, incluindo goma xantana sdo
relatados por Zohuriaan e Shokrolahi (2004). Os autores obtiveram, para o primeiro
estagio, uma temperatura maxima de perda de massa de 74,6°C (8,7 %) para a goma de
xantana grau alimeticio (Sigma) com um intervalo de temperatura de 30 — 91,3°C. O
segundo evento, na faixa de 251,5 - 330,3°C atingiu a temperatura de perda de massa
maxima em 290,8°C (41,6%). As andlises foram realizadas em TA-60 Shimadzu,
atmosfera inerte (N.), taxa de aquecimento de 20°C.min™, fluxo de 10 mL.min™ de 25 a
600°C.

Tabela 23: Evento térmico, intervalos de temperatura e porcentagens de perda de massa (Am)
referentes as gomas dos quatro Ensaios do planejamento fatorial em biorreator de 1,5 L.

Amostra Evento Térmico Intervalo de Perda de
Temperatura (°C) massa (%0)
Ensaio 3 1°Saida da &gua superficial e estrutural 25,71 122,49 14,7
2° Degradacéo do polimero 212,73 — 369,07 60,72
1° Saida da &gua superficial e estrutural 25,76 — 152,88 16,55
Ensaio 4 2° Degradagdo do polimero 174,47 — 409,13 41,86
3° Decomposma_o _termlga_ou pirélise de 431,71 — 496,22
materiais organicos
1° Saida da agua superficial e estrutural 26,59 — 139,40 18,29
. 2° Degradagdo do polimero 206,5-395,1 60,58
Ensaio 6 3° Decomposigao térmica ou pirélise de
. o 463,36 — 530,95
materiais organicos
1° Saida da agua superficial e estrutural 34,93 - 166,35 15,91
. 2° Degradagdo do polimero 205,91 — 424,93 54,03
Ensaio 7 3° Decomposicdo térmica ou pirélise de
464,49 — 532,38

materiais organicos
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Andlises 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
decomposicdo em 58°C, enquanto o segundo evento, referente a perda de mais de 40%

do polimero, ocorreu entre 220 e 320°C com méxima decomposi¢do em 283°C.

5.4.1.4. DSC das gomas xantana obtidas nos ensaios E3, E4, E5 e E®6.

A partir das curvas de DSC dos biopolimeros (Figura 30), pode-se visualizar que
todas as amostras analisadas apresentaram comportamentos semelhantes quando
submetidos as mesmas condi¢bes de temperatura, com excecdo do Ensaio 3.
Observando os quatro ensaios apresentou um evento endotérmico entre 40°C e 127°C,
referente a perda de dgua adsorvida, atribuida a umidade do biopolimero, corroborando
com dos dados de TGAA. O segundo evento, inicial exotérmico, teve inicio em
aproximadamente 200°C e refere-se a degradacdo do material, no entanto é possivel
observar que a degradacdo dos biopolimeros (E4, E6 e E7) aconteceu gradativamente
numa faixa larga de temperatura podendo ser visualizada nas curvas de DSC atraves de
uma variagdo na linha de base das curvas. Na amostra E3 a curva de DSC mostra
eventos mais definidos, este comportamento pode ser atribuido a distribuicdo da massa
molecular e sua organizacdo (cristais de tamanho variados), comportamento esperado
considerando as variagdes nos parametros do biorreator, como aeracdo e agitacdo e/ou
composicdo do meio fermentativo. A Tabela 24 apresenta os intervalos de temperatura
dos picos referentes as gomas dos quatro ensaios do planejamento fatorial em biorreator

de 1,5 L e a Figura 30 mostra as curvas de DSC.
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Figura 30: Curvas de goma xantana obtidas nos diferentes Ensaios 3, 4, 6 e 7 em biorreator de
15L.

Tabela 24: Evento térmico e intervalos de referentes as gomas dos quatro Ensaios do planejamento
fatorial em biorreator de 1,5 L.

P Intervalo de
Amostra Evento Térmico Temperatura (°C)

1° Saida da agua superficial e estrutural 39,97 — 127,50

207 — 343,20
Ensaio 3 2° Degradacao/ decomposi¢do do polimero 343,20 — 395,1
395,10 — 575,10
1° Saida da &gua superficial e estrutural 25,64 — 147,30
Ensaio 4 2° Degradagdo/decomposicdo do polimero 147,30 — 344,70
1° Saida da agua superficial e estrutural 20,46 — 149,70
Ensaio 6 2° Degradagdo/decomposicdo do polimero 149,70 — 379,80
1° Saida da agua superficial e estrutural 20,46 — 177,00

Ensaio 7 2° Degradacao/ decomposic¢do do polimero 177 — 397,00

5.4.1.5. FTIR das gomas xantana obtidas nos Ensaios E3, E4, E5 e EB6.

A Figura 31 mostra o espectro de FTIR da goma xantana Sigma e as gomas
xantana obtidas nos quatro Ensaios realizados em biorreator de 1,5 L. Todas as gomas
xantanas produzidas apresentaram similaridade para os quatro Ensaios. Em torno de

2910 cm™ foi possivel observar uma banda em todos os Ensaios. Segundo Pooja et.
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(2014) é comum encontrar em espectros de goma xantana bandas de vibracdo de
hidrogénio ligado a O-H e C-H em 3416 cm™ e 2902 cm™, respectivamente. Para a
goma xantana Sigma essa mesma banda pode ser observada em 2358 cm™.

E possivel observar em todas as amostras uma banda em aproximadamente 1700
cmt inclusive na goma xantana Sigma. Esta banda é um comportamento tipico da goma
Xantana, isto acontece devido aos estiramentos C=0 dos residuos de esterificagdo com o
piruvil (CH3-CO-COOQ) e acetil (CH3 -COOQ) e ao grupo -COOH do acido glucurdnico.

Independentemente das variaveis aeracdo e agitacdo, a bactéria Xanthomonas é
capaz de bioconverter 0 bagaco de cana a goma xantana com 0S mesmos grupamentos

funcionais do biopolimero, semelhantes a goma xantana padréo Sigma.
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Figura 31: Espectros de FTIR das gomas xantanas obtidas nos Ensaios 3, 4, 6, 7 e a goma Xantana
padrédo (Sigma).

5.4.1.6. DRX das gomas xantana obtidas nos Ensaios E3, E4, E5 e EG6.

Pelos difratogramas apresentados na Figura 32 e os dados na Tabela 25, pode-se
verificar que o indice de cristalinidade mostrou ser maior para a goma xantana obtida no
Ensaio E4 (93,54 %) e menor para a goma xantana Sigma (39,91 %). Sabe-se que os
polissacarideos interagem naturalmente com &gua, levando a transi¢fes estruturais
relacionadas as transi¢cbes amorfo-cristalinos, com um grande impacto sobre a sua
mobilidade molecular e propriedades funcionais (YAKIMETS et al.,, 2007). Os

dominios cristalinos presentes nas gomas obtidas com o bagaco nos Ensaios E3, E4, E6
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e E7 sdo diferentes do comportamento da amostra de goma xantana Sigma que €

classificada como um material semi-cristalino.
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Figura 32: Difratogramas DRX das gomas xantanas obtidas nos Ensaios 3, 4, 6, 7 e a goma
xantana padrao (Sigma).

Tabela 25: Indice de cristalinidade (Ic) das gomas xantana Sigma e as gomas obtidas nos Ensaios
E3, E4, E6 e E7 com bagaco de cana e a linhagem de Xanthomonas 254.

Amostras Iindice de Cristalinidade (Ic) %
Gomas Xantana Sigma 39,91
E3 (1 vwm; 700 rpm) 92,59
E4 (3 vvm; 700 rpm) 93,54
E6 (2 vvm; 803 rpm) 89,04
E7 (0,6 vvm; 450 rpm) 89,89

A analise permitiu identificar que a celulose do bagaco (picos estreitos e longos),
Figura 32, presente nas quatro amostras de gomas xantana obtidas com o bagaco e a
cepa de Xanthomonas 254, apresentam comportamentos similares ao apresentado na
Figura 19 deste trabalho, que relata o estudo de gomas xantana obtidas em Shaker.

Pelos resultados relatados anteriormente, identifica-se novamente a presenca de
picos cristalinos no difratograma (Figura 32), um indicativo da presenca de
microfibrilas de celulose na estrutura do biopolimero, ou seja, a bactéria Xanthomonas
libera enzimas que degradam as regides amorfas do polimero de celulose, enquanto as
regides cristalinas ndo sdo totalmente hidrolisadas, mantendo-se aglomeradas a goma

xantana devido a alta viscosidade do biopolimero. Esse comportamento similar ao
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discutido anteriormente pode ser melhor visualizado na Figura 33, onde e possivel
observar as microfibrilas impregnadas no biopolimero para todos os quatro Ensaios.

5.4.1.7. Microscopia eletronica de transmissdo das gomas xantanas selecionadas

Os resultados da microscopia eletronica de transmissdo das gomas xantana dos
quatro Ensaios (E3, E4, E6 e E7) mostram novamente a existéncia da estrutura da rede
polimérica formada pela goma xantana em todos os Ensaios. Entretanto € possivel
também observar a presenca das microfibrilas proveniente do bagaco de cana utilizado
no cultivo para obtencdo do biopolimero. Os resultados obtidos nas micrografias
corroboram com os dados ja discutidos anteriormente (Figura 18) e com os dados
obtidos pela analise de DRX (Figura 32).

Figura 33: Micrografias obtidas da suspenc¢des de goma xantana obtidas nos Ensaios 3, 4, 6 e 7 em
escala 0,2 pm, 50 nm, 100 nm e 0,2 um, respectivamente.
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5.5. Aplicagdo da goma xantana produzida com bagago de cana e a bactéria
selecionada (melhores condigdes em biorreator), no desenvolvimento de filmes

flexiveis de amido

Para confirmar o efeito das microfibrilas na goma xantana e a propriedade
diferencial de reforco, que pode resultar nos filmes flexiveis, foram realizados testes
preliminares para definir as faixas a serem estudadas no planejamento estatistico de
formulacbes dos filmes compostos de amido (4 %), glicerol (1,5 % m/m) e goma
xantana microfibrilada (0,015 %) como aditivo. Trés formulacbes, A (amido 4 %,
glicerol 1,5 % e goma xantana micrfibrilada 0,015 %), B (amido 4 %, glicerol 1,5 % e
goma xantana obtida com sacarose 0,015 %) e C (amido 4 %, glicerol 1,5 % e sem
goma xantana, controle), foram avaliadas. A Tabela 26 mostra os resultados das analises
das trés formulagdes dos filmes.

Tabela 26: Caracterizacéo de filmes flexiveis de amido de mandioca produzidos com goma xantana

obtida com bagaco de cana (A), goma xantana obtida com sacarose (B), por bioprocesso com
Xanthomonas 254, e sem a presenc¢a de goma xantana (C).

Formulag&o (M;a)* E (MPa)” £ (%) e (cm)” A UR%"

A (GX BC) 6,6+2,0° 182,70+4,90* 17,1+3,5* 0,12+0,01° 0,62+0,09* 16,8+0,10°
B(GX SAC) 52+0,9° 123,50+4,70° 19,2+3,8° 0,12+0,02* 0,61+0,02*° 15,80,70
C(SEMGX) 45+0,4* 83,50+4,10° 24,8+4,7° 0,15+0,06° 0,64+0,06° 14,7+0,10°

A= formulagdo com 0,015 (% m/m) de goma xantana microfibrilada; 1,5 (% m/m) de glicerol e 4,0 (%m/m) de amido
de mandioca;

B= formulag¢do com 0,015 (% m/m) de goma xantana obtida da sacarose; 1,5 (% m/m) de glicerol e 4,0 (%m/m) de
amido de mandioca;

C= formulagdo com 1,5% de glicerol e 4% de amido (controle).

o = Tensdo méaxima

“E = Mddulo de elasticidade;

¢ = Deformacéo;

e = espessura do filme;

A, = Atividade de agua;

UR = Umidade Relativa;

Filmes previamente acondicionados a (25°C e 75 % UR).

A incorporacdo de goma xantana com microfibrilas de celulose influenciam as
propriedades mecanicas dos filmes flexiveis de amido de mandioca. A resisténcia a
tracdo (c) aumentou 46,66 % (A) e 15,56 % (B), quando comparados aos filmes sem
goma xantana (controle). Levando-se em consideracdo as duas formulacbes com a
presenca da goma xantana na sua composicdo é possivel inferir que a formulagéo (A)
apresentou um aumento de tensdo maxima de 26,92 % em relacdo a (B). A deformagéo

da (A) em relacdo a (B) apresentou uma diminuicdo de 10,94 % e o mddulo de
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elasticidade da (A) teve um aumento de 47,94 % em relacdo a (B). Esses resultados
indicam mais uma vez que a presenca da goma xantana microfibrilada (obtida com
bagaco de cana) influenciou as propriedades mecéanicas dos filmes, atuando como
reforco. O aumento do modulo de elasticidade esta atribuido a presenca de microfibrilas
que sdo cristalinas.

No que concerne a deformagdo mecénica (g), observa-se uma diminui¢do nos
valores de deformacgdo, com a incorporacdo de goma xantana obtida com sacarose e
mais acentuado com a goma xantana microfibrilada, o que indica aumento na rigidez
dos filmes, em relagdo ao controle. Esses dados mostram que as propriedades mecénicas
dos filmes flexiveis sdo favorecidas na presenca de goma xantana contendo as
microfibrilas, quando comparada com a goma xantana obtida com a sacarose e a mesma
cepa de Xanthomonas.

Comparando os resultados dos filmes obtidos neste estudo com filmes com
diferentes teores de amido de ervilha (3, 4 e 5%), goma xantana (0, 0,05 e 0,1%) e
glicerol (proporcdo glicerol-amido de 1:5 p/p), processados por casting constata-se que
foram encontrados valores relativamente proximos de tensdo maxima na ruptura
(condicionamento a 23°C e 50% UR), variando de 2,65 a 374 4,32 MPa (LIU et al.,
2005).

De acordo com Sobral (2000), a espessura dos filmes influencia largamente as
propriedades mecanicas. Quanto maior as espessuras, mais resistentes ruptura sdo 0s
filmes. Os filmes do presente trabalho apresentaram valores aproximados de espessura,
variando de 0,12 cm a 0,15 cm (Tabela 26).

Silva et al., 2012 estudou filmes de bionanocompositos de amido de mandioca
(4 %) plastificado com sacarose (0,7 %) e acucar invertido (1,4 %), reforcados por
nanowhiskers de celulose preparados por casting. A adi¢do de nanowhiskers (0,1-0,3%)
aos bionanocompositos diminui a atividade de &gua e aumenta a tensdo maxima de
tracdo (superior a 90%) e o modulo de elasticidade (superior a 400%). De acordo com
0s autores, estas caracteristicas tornam estes filmes adequados para embalagens de
produtos alimentares.

Considerando estes resultados preliminares na tentativa de melhor avaliar o
efeito da presenca de microfibrilas das gomas xantana nas propriedades de filmes de
amido, plastificante glicerol e a goma xantana microfibrilada foram usados como
variaveis independentes no planejamento DCCR (2° + 4 axiais + 3 centrais) utilizando-

se 0 software Statistica 7 produzido pela StatSoft na qual os dados obtidos nos Ensaios

121



do planejamento fatorial foram tratados, sendo que cada resposta foi avaliada
independentemente, (Tabela 27).

Para a todas as resposta: umidade, atividade de agua, espessura, tensdo,
elongacdo e mddulo foram calculados os coeficientes de regressdo, na qual se observa a
influéncia das varidveis, bem como suas interaces em relacéo aos efeitos significativos
(p < 0,05) na producéo dos filmes flexiveis.

A utilizacdo da goma xantana, obtida do processamento do bagaco de cana-de-
acucar, simultaneamente com o glicerol utilizados como plastificantes aumentaram a

resisténcia mecanica dos filmes flexiveis.

Tabela 27: Atividade de agua (Aa), Umidade (%), espessura e propriedades mecanicas das
diferentes formulacdes de filmes biodegradaveis de amido de mandioca, e diferentes quantidades
goma xantana microfibrilada e glicerol.

Umidade  Espessura Tenséo Deformagéo

(%) (mm) (MPa) (%) Maddulo (MPa)

Formulagdes Aa

Controle 0,640+0,06 14,70+0,10 0,150+0,01  4,50+0,40 24,80+4,70 83,50+4,10
F1(G=1,0;,GXM=0,015)  0,663+0,18 12,14+1,22 0,131+0,00  3,46+0,23 27,12+2,99 30,4545,65
F2(G=2,0,GXM=0,015)  0,678+0,18 19,56+1,22 0,156+0,02  1,21+0,13 18,27+3,35 6,54+0,60
F3(G=1,0;GXM=0,045)  0,651+0,12 14,51+2,07 0,127+0,01  3,54+0,49 26,55+3,71 33,22+48,59
F4(G=2,0,GXM=0,045)  0,683+0,03 21,85+1,80 0,151+0,01  1,34+0,06 20,61+3,14 7,17+0,58
F5(G=1,5;GXM=0,009)  0,635+0,10 16,79+1,21 0,250+0,02 12,29+1,64 23,45+7,06  91,68+22,80
F6(G=1,5,GXM=0,051)  0,625£0,09 21,71+1,39 0,220£0,00 13,39+3,86  22,99+4,78  93,23+29,77
F7(G=0,79,GXM=0,030) 0,662+0,05 13,63+2,05 0,220+0,02 34,41+8,03  13,96+3,31  1101+351,60
F8(G=2,21,GXM=0,030) 0,655+0,06 16,47+1,19 0,200+0,00 11,19+0,71  30,20+2,80 43,09+3,22
F9*(G=1,5;GXM=0,030) 0,637+0,11 20,79+#2,18 0,140+0,00 23,30+2,23  26,49+2,34  108,1+24,10

F10*(G=1,5;GXM=0,030) 0,642+0,10 17,85+1,49 0,120+0,00 22,33+1,12 22,68+3,85  140,0+18,59
F11*%(G=1,5;GXM=0,030) 0,645+0,07 19,32+2,22 0,160+0,00 18,64+3,42  26,81+7,90  107,2+26,37

*Pontos Centrais
1G= Glicerol;
2 GXM=Goma xantana microfibrilada nas condic8es selecionadas a partir da cepa 254 e bagago de cana
Controle = C= formulacdo com 1,5% de glicerol e 4% de amido (controle).

E consenso na literatura que o principal fator na estabilidade de um alimento n&o
é a umidade, mas sim a disponibilidade da &gua para o crescimento de microrganismos
e reacdes quimicas. O conceito de atividade de &gua € universalmente adotado por
cientistas e tecnologistas da area de alimentos para quantificar sua disponibilidade. O
percentual de agua presente nas embalagens biodegradaveis ¢ um pardmetro importante
para avaliar a vida de prateleira do produto a ser embalado.

A variacdo das varidveis independentes X1 (glicerol de 0,793 a 2,00%) e X2
(goma xantana de 0,009 a 0,051%) exerce influéncia na porcentagem de umidade dos
filmes flexiveis obtidos, com variacdo de 12,14 a 21,85%, dependendo das

concentragOes das variaveis utilizadas (Tabela 26).
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Para a resposta porcentagem de umidade e atividade de agua (Tabela 27) foram
calculados os coeficientes de regressdo, mostrados na Tabela 28, onde se observa que
apenas o efeito linear da concentracdo de goma xantana € significativo (p < 0,05). Para a
resposta atividade de agua observa-se que apenas o efeito linear da concentracdo de
glicerol foi significativo (p < 0,05). Os demais efeitos apresentaram valor de p > 0,05.

A Formulagdo F4 foi a que apresentou uma maior atividade de agua (0,683 +
0,03) e a F6 com menor atividade de agua (0,625 + 0,09), enquanto que a F1 apresentou
um menor percentual de umidade (12,14 + 1,22) e a F4 um maior percentual de
umidade (21,85 + 1,22), o que pode estar relacionado com incorporacdo maxima de
glicerol e goma xantana microfibrilada neste filme (F4). Vale ressaltar que a umidade
destas formulacdes comparadas ao controle também sofreu aumento, entretanto houve
manutencdo da atividade de agua dos filmes (Tabela 27).

No processo de obtencdo dos filmes por ‘casting’, as diferentes quantidades de
goma adicionadas nédo afetaram significativamente (p < 0,05) a espessura dos filmes
variando de (0,120-0,250 mm). Essa uniformidade na espessura dos filmes € de suma
importancia para a caracterizacdo destes materiais e depende em grande parte da
uniformidade do processo de producdo, influenciando largamente nas propriedades

mecanicas.

A adicdo de goma xantana e glicerol na composicao dos filmes biodegradaveis
de amido de mandioca resultaram em filmes com propriedades mecanicas variadas. O
filme F7 mostrou maior resisténcia com valor de tensdo maxima de 34,41 Mpa e
modulo de 1101 Mpa, mostrando ser a combinacdo entre 0s componentes que levou a
formulacdo com maior resisténcia mecanica. No entanto de todas as formulagdes
estudadas apresentaram propriedades mecanicas adequadas para aplicacbes dos filmes
com embalagens.

A variacdo das varidveis independentes X1 (glicerol de 0,793 a 2,00%) e X2
(goma xantana de 0,009 a 0,051%) exerce influéncia na atividade de &gua dos filmes
flexiveis obtidos, com variacdo de 0,625 a 0,683, dependendo das concentraces das

variaveis utilizadas (Tabela 28).
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Tabela 28: Estimativa de efeitos de X1 (Glicerol) e X2 (goma Xantana) na porcentagem de umidade
e atividade de agua.

Umidade Atividade de agua
Termo Coeficiente p-valor Coeficiente p-valor
Constante 19,320 0,001 0,642 0,000
X1 2,904 0,107 0,005 0,100
X1*X1 -0,137 0,921 0,014 0,016*
X2 4,694 0,045* -0,002 0,239
X2*X2 -4,337 0,072 0,000 0,892
X1*X2 -0,040 0,980 0,004 0,200

Nota-se na Tabela 27, que para a concentracdo de glicerol mantida a 1,0% a
variacdo da concentracdo de goma xantana do minimo nivel (0,015%) para 0 maximo
(0,045%) causou um aumento de 19,52% na porcentagem de umidade dos filmes. O
mesmo comportamento ocorreu quando se manteve a concentracdo de glicerol em 2%
com um acréscimo de 11,70% na umidade. A concentracdo de goma xantana mantida a
0,015% e a concentracdo de glicerol variando de 1,0 para 2,0% causou um aumento de
61,12% na porcentagem de umidade dos filmes flexiveis, enquanto, a mesma variacéo
de glicerol com concentracdo de 0,045% de goma xantana, causou um aumento na
porcentagem de umidade de 50,58%. Logo, o aumento das concentracGes de glicerol e
goma xantana resultam em aumentos nas porcentagens de umidade dos filmes flexiveis.

O sumario da andlise de variancia para as porcentagens de umidade,

apresentados na Tabela 29, mostrou o valor de R*= 0,82.

Tabela 29: Andlise de variancia para avaliacao estatistica do modelo para porcentagem de umidade
dos filmes flexiveis.

Fonte de Soma dos Graus de Média F F
Variacao Quadrados Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regresséo 89,505 5 29,835 3,06 5,05

Residuo 19,446 5 9,723

Falta de ajuste 15,124 3 5,041 2.33 19,16
Erro puro 4,321 2 2,160
Total 108,952 10
R 0,821
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A predicdo do modelo foi verificada pelo valor do F calculado da regressao, que
foi 1,65 vezes menor que o valor do F tabelado da regressdo (5,05), indicando assim,
que o0 modelo proposto nado € preditivo a 95% de confiancga.

Nota-se na Tabela 27, que para a concentracdo de glicerol mantida a 1,0% a
variacdo da concentracdo de goma xantana do minimo nivel (0,015%) para 0 maximo
(0,045%) causou uma diminuicdo de 1,81% na atividade de agua. O comportamento
inverso ocorreu quando se manteve a concentracdo de glicerol em 2% com um
acréscimo de 0,74% na atividade de agua. A concentracdo de goma xantana mantida a
0,015% e a concentracdo de glicerol variando de 1,0 para 2,0% causou um aumento de
2,26% na atividade de agua dos filmes flexiveis, enquanto, a mesma variagdo de glicerol
com concentracdo de 0,045% de goma xantana, causou um aumento na atividade de
agua dos filmes de 4,91%. Logo, o aumento das concentracbes de glicerol e goma
xantana causa influencia nos valores das atividades de agua dos filmes flexiveis.

O sumério da andlise de variancia para a atividade de agua dos filmes,

apresentados na Tabela 30, mostrou o valor de R?= 0,49.

Tabela 30: Anélise de variancia para avaliacdo estatistica do modelo para atividade de 4gua dos
filmes flexiveis.

Fonte de Soma dos Graus de Média F F
Variagéo Quadrados Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regressao 0,001 5 0,000 0,64 5,05
Residuo 0,001 5 0,000
Falta de ajuste 0,001 3 0,000 26,42 19,16
Erro puro 0,000 2 0,000
Total 0,003 10
R 0,490

Residuo = Falta de ajuste + erro puro.

A predicdo do modelo foi verificada pelo valor do F calculado da regressao, que
foi 7,89 vezes menor que o valor do F tabelado da regressdo (5,05), indicando assim,
que o0 modelo proposto nado € preditivo a 95% de confianga.

Os modelos de regressdo gerados para todos 0s parametros mecanicos dos filmes
flexiveis apresentaram F-valor para o0 modelo de regressdo < Ftab.5,5 (5,05 ) , além do

coeficiente de correlagédo (R?) relativamente baixo 26,4 %, 48,4%, 11,6% e 53,9% para
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a espessura, tensdo, deformacdo e mddulo de elasticidade, respectivamente, indicando
que os dados experimentais de regressao ndo é preditivo a 95% de confianga.

Esses resultados demonstram que a combinacdo da adi¢cdo da goma xantana e o
glicerol na matriz polimérica de amido de mandioca contribuem para o
desenvolvimento de filmes com propriedades mecanicas diferenciadas, podendo ter
diferentes aplicagBes no setor farmacéutico, alimenticio, quimico e etc, visto que
soluciona os problemas de baixa resisténcia mecanica dos filmes de amido

biodegradaveis.

O processo de obtencdo dos filmes flexiveis de amido de mandioca, utilizando
glicerol e goma xantana (obtida da fermentacdo do bagaco de cana-de-agucar), foi
bastante eficiente para o desenvolvimento de filmes com propriedades de resisténcia a
tracdo e mddulo de Young diferenciados, contribuindo para o desenvolvimento de um

novo biomaterial que pode ser utilizado como embalagem de diversos produtos.

6. Conclusotes

E possivel produzir goma xantana microfibrilada a partir de diferentes cepas
nativas de Xanthomonas utilizando-se o meio fermentativo alternativo (bagaco de cana).

Uma considerdvel variacdo na producdo de goma xantana entre as diferentes
linhagens ap6s a fermentacdo a 28°C, 250 rpm por 120 horas, em Shaker, variando de
1,28 a 22,05 g.L " utilizando sacarose e 0,68 a 8,54 g.L utilizando bagaco de cana.

Todas as médias de producao e viscosidade diferem entre si a 95% de confianca,
0 que permite concluir que a cepa Xanthomonas 254 apresentou melhor adaptacdo ao
meio alternativo (bagaco de cana) e consequentemente maior producdo (8,54 g.L™)

associada a maior viscosidade (120,30 mPa.s).

Com a variacdo da concentracdo de bagaco de cana os resultados demonstram
que a concentracdo 4 % foi a que mais se destacou tanto para a producdo de goma
Xantana como também para as caracteristicas dos biopolimeros obtidos.

Foi possivel constatar a presenca de microfibrilas de celulose do bagago de cana
na goma xantana obtida com a concentracdo de 4 % (BC), mostrando morfologia
diferenciada quando comparadas com a goma xantana Sigma e a obtida com a fonte de

carbono sacarose.
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Os resultados das fermentacdes de 4,0% de BC minimamente suplementada com
0,1% de K,HPO, por Xanthomonas campestres pv. campestris 254, em diferentes
aeracdes (1,0 — 3,0 vvm) e agitacdes (200 — 700 rpm) conduzidas em biorreator de 1,5 L
a 28°C, levaram as seguintes conclusdes:

- A producéo de xantana em biorreator de 1,5 L foi influenciada, individualmente, pela
aeracdo e agitacdo, sendo favorecida em baixa aeracdo ou elevada agitacdo, com
méxima producdo (7,62 g.L™) a 700 rpm e 1,0 vvm.

- O aumento da velocidade de agitacdo no bioprocesso possibilitou 0 aumento da
viscosidade das solugdes de xantana (0,5 %), sendo a méxima (123,80 mPa.s) atingida
com 700 rpme 1,0 vwm .

- Os modelos empiricos obtidos para a producdo e viscosidade das gomas xantana
apresentaram um bom ajuste aos dados experimentais, porém ndo foram preditivos.

A adicdo de goma xantana microfibrilada se mostrou uma boa alternativa no
reforco de filmes flexiveis de amido, melhorando as propriedades mecénicas do
biomaterial. O acréscimo do aditivo provocou um aumento na tensdo de ruptura e no
modulo de elasticidade e uma diminuicao na deformacdo dos filmes.

Os resultados para porcentagem de umidade mostraram que o aumento da
concentragdo de goma xantana favorece o aumento da umidade no filme. Assim, a
menor porcentagem de umidade (12, 14 %) foi obtida com 1,0 % de glicerol e 0,015 %

de goma xantana.

Para a resposta de atividade de 4gua observou-se que o0 aumento da concentracao
de glicerol proporcionou o aumento da umidade nos filmes. Sendo a menor resposta
(0,625) obtida a 1,5 % de glicerol e 0,05 % de goma xantana.

Os modelos obtidos para umidade e atividade de &gua ndo apresentaram bom
ajuste e ndo sdo preditivos. Conclui-se que, a cepa de Xanthomonas 254 apresentou
melhor adaptacdo ao meio contendo bagaco de cana, sendo capaz de produzir goma
xantana impregnada de microfibrlias, podendo assim, ser empregada como em filmes

biodegradaveis proporcionando melhores propriedades mecénicas.
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