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RESUMO

O gerenciamento sustentavel da agua produzida (AP) e a recuperacao de petroleo representam
grandes desafios a industria de petréleo. Por esses motivos, avaliou-se uma estratégia
biotecnologica para retso da AP com a producao simultanea de goma xantana por Xanthomonas
campestris em culturas contendo AP em distintas concentrac6es (10, 15, 25, 50 e 100%) ou AP
dialisada (APD), sacarose, glicerina bruta e constituintes de meio salino mineral, bem como a
aplicagéo do estresse celular alcalino e do surfactante Triton X-100. Esse trabalho se propde a
resolver as limitacdes de uso da AP e producdo de goma xantana para reaproveita-los na cadeia
extrativa de petroleo. Foi constatada producédo de xantana até a concentracdo de AP25%, sendo
superior aos achados com o controle produzido em meio com &gua destilada (AD), esse Ultimo
semelhante a producdo com APD (8,55 g/L). Em reator aerado, APD produziu 17,3 g/L de
goma xantana contra os 13,9 g/L obtidos com AD (p<0,01). Houve reducdo da viscosidade de
goma xantana com o aumento da concentracdo de AP, bem como a incorpora¢do na goma
Xantana de sais e metais oriundos da AP, como verificado por meio das técnicas de
espectroscopia de raios X por dispersdo em energia e microscopia eletronica de varredura.
AP10% resultou em solugdes com viscosidade total de 308 mPa.s/L, semelhante a AD (320
mPa.s/L), mas superior a AP25% (58,7 mPa.s/L), sugerindo o uso de AP10% para producdes
sem a prévia dialise. Resultados termogravimétricos indicam maior termoestabilidade da
xantana produzida com APD que o controle comercial. A analise por Espectroscopia Raman
demonstrou que os produtos apresentaram perfil quimico caracteristico de xantana e a
intensidade do pico de ~1090 cm™ indicou que a concentragdo de AP influenciou a composicao
molecular da goma xantana, especialmente quanto a redugéo do teor de constituintes de xantana
(glicose, manose, acido glicurdnico) e aumento do teor de piruvato. O estresse alcalino (pH 9,5)
aumentou a populacdo microbiana (p<0,01), bem como a producéo de goma xantana de baixa
viscosidade com o uso de AD e AP15%, a excecdo de APD que resultou em maior producgéo e

viscosidade de goma xantana (p<0,0001). A cultura também demonstrou tolerancia frente a



aplicacdo do surfactante Triton X-100, resultando em aumento da viscosidade da goma xantana
quando utilizada a concentracdo de 0,5% do surfactante nos meios de producédo com AD e APD,
sugerindo melhora das intera¢6es intermoleculares da goma xantana. A associa¢do do estresse
alcalino e aplicacdo do surfactante apresentou como melhores resultados o aumento da
producdo de goma xantana em 88,7% e da viscosidade de suas solugdes em 190,4% (p<0,0001),
no meio contendo APD, produto esse contendo todas caracteristicas espectrais de goma
Xantana, como observado por Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier.
N&o obstante a elevada salinidade, foi demonstrada a producdo de goma xantana em AP, bem
como a influéncia desse constituinte na composicdo molecular, reologia e termoestabilidade da
goma xantana. A tecnologia desenvolvida “surfactant/alkali-stress” possibilitou o aumento do

rendimento e viscosidade de goma xantana para aplicacdo na cadeia extrativa de petroleo.

Palavras-chave: Agua produzida. Xanthomonas campestris. Glicerina bruta. Estresse celular.
Espectroscopia Raman.
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ABSTRACT

Sustainable produced water (PW) management and oil recovery pose major challenges to the
oil industry. Was evaluated a biotechnological strategy for PW reuse and the simultaneous
production of xanthan gum by Xanthomonas campestris in cultures containing PW at different
concentrations (10, 15, 25, 50 and 100%) or dialyzed PW (DPW), sucrose, crude glycerin and
mineral saline medium constituents, as well as an alkaline cellular stress and the Triton X-100
surfactant application. This work aims to solve the limitations in PW use and the xanthan gum
production to reuse them in the oil extractive chain. Xanthan production was achieved up to
PW25% concentration and it was higher than the findings with the control medium with
distilled water (DW), which was similar to the production with DPW (8.55 g/L). DPW yields
17.3 g/L of xanthan gum in an aerated reactor against 13.9 g/L obtained with DW (p<0.01).
There was a reduction in the viscosity of xanthan gum with the increase of PW concentration,
as well as the incorporation of salts and metals from PW into xanthan gum, as verified through
the techniques of energy dispersion X-ray spectroscopy and scanning electron microscopy.
PW10% resulted in solutions with a total viscosity of 308 mPa.s/L, a similar value obtained
with DW (320 mPa.s/L), but higher than PW25% (58.7 mPa.s/L). This suggests the use of
PW10% for productions without a prior dialysis. Thermogravimetric results indicated a greater
thermostability of the xanthan produced with DPW than the commercial control. Raman
spectroscopy analysis of the products showed a chemical profile characteristic of xanthan and
the peak intensity of ~1090 cm™ indicated that the PW concentration influenced the molecular
composition of the xanthan gum, especially regarding the reduction in xanthan constituents’
content (glucose, mannose, glucuronic acid) and an increased pyruvate content. Alkaline stress
(pH 9.5) enhanced the microbial population (p<0.01) and the production of low-viscosity
xanthan gum with the use of DW and PW15%, but DPW resulted in higher production and
viscosity of xanthan gum (p<0.0001). The microbial culture showed tolerance to the application
of the Triton X-100 surfactant, resulting in an increase in the viscosity of the xanthan gum when
using the surfactant at a concentration of 0.5% in the production media with DW and DPW. It



suggests an improvement in the intermolecular interactions of the xanthan gum. The
combination of alkaline stress and surfactant showed as best results the increasing of xanthan
gum production by 88.7% and the viscosity of its solutions by 190.4% (p<0.0001) in the
medium containing DPW and Fourier Transform Infrared Spectroscopy showed all the spectral
characteristics of xanthan gum in the products. Despite the high salinity, it was demonstrated
the production of xanthan gum in PW as well as the influence of this constituent in xanthan
molecular composition, rheology and thermostability. The developed technology
“surfactant/alkali-stress” made it possible to increase the yield and viscosity of xanthan gum

for the application in the petroleum extractive chain.

Keywords: Produced water. Xanthomonas campestris. Crude glycerin. Cell stress. Raman

Spectroscopy.
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1. INTRODUCAO

A é&gua é crucial para a producdo industrial, seja de papel, téxteis, geracdo de
eletricidade, mineracdo, exploracao de dleo e gas, ou farmacéutica. Estima-se que a demanda
global de 4gua seja de 4600 km? por ano e projeta-se que alcance cerca de 6000 km? em 2050.
Desse montante, cerca de 20% corresponde & demanda da industria (BORETTI; ROSA, 2019).
Por esses motivos, novas tecnologias para o reaproveitamento de dgua sdo essenciais, a fim de
reduzir os custos de producéo industrial e conservar esse recurso que tende a se tornar cada vez
mais escasso.

Dentro dessa tematica tem-se a agua produzida (AP), que é um dos principais
subprodutos gerados na cadeia de producdo de petréleo e gas, possuindo concentracGes
relativamente elevadas de hidrocarbonetos, metais e outros poluentes (AL-GHOUTI et al.,
2019). Os destinos dados a AP envolvem o seu descarte, a injecdo em pogos de petroleo e o
reiso. Em todos os casos, é necessario o seu tratamento a fim de atender demandas especificas,
como ambiental, operacional ou da atividade produtiva que ira reutiliza-la (FULAZZAKY;
SETIADI; FULAZZAKY, 2020). Outro subproduto industrial amplamente produzido é a
glicerina bruta (GB). Suas aplicagdes incluem a alimentacdo animal, tratamento de aguas
residuais, producdo de biogas, 6leoquimica, dentre outros (POLARIS MARKET RESEARCH,
2021). Dado o aumento das atividades industriais, a geracdo de AP e GB tem aumentado,
levando a busca de novas alternativas do seu reaproveitamento.

Devido aos aspectos ambientais e econdémicos de reaproveitamento dos residuos AP e
GB, sugere-se 0 uso dessas substancias como substrato a producdo de goma xantana, a qual
possui elevada importancia comercial e também aplicabilidade em processos extrativos de
petréleo. A hipotese desse trabalho é que os constituintes da AP podem ser utilizados na
composicdo de meio de cultura para producdo de goma xantana, contribuindo para a gestdo
sustentavel desse residuo, da GB e valoracdo da comddite sacarose. Dessa forma, propde-se a
producdo de goma xantana em meio contendo AP, sacarose e GB, bem como o teste da
producdo de xantana em condicGes de estimulo microbiano, por meio de alcalinizacédo e adi¢do

de surfactantes.
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2. JUSTIFICATIVA

A AP constitui um dos principais residuos da industria do petroleo e o desenvolvimento
de uma tecnologia para o seu tratamento € um importante desafio com implicacdes ambientais.
A associacdo do tratamento de AP a producdo de um bioproduto que possa ser empregado no
aumento da recuperacdo de petroleo representa um ganho de importancias econémica e

ambiental.

3. OBJETIVO

3.1 GERAL

Produzir goma xantana em meio contendo AP, sacarose e GB, bem como promover a
estimulacdo da producéo de xantana por meio do estresse alcalino e adigdo de surfactante ndo

catidnico e analisar os produtos resultantes por métodos fisico-quimicos.

3.2 ESPECIFICOS

e Coletar a AP e determinar os parametros fisico-quimicos da mesma: pH, potenciais de
oxidacdo/reducdo, salinidade, cloretos, solidos totais dissolvidos, hidrocarbonetos totais de
petréleo, mistura complexa ndo resolvida, total de dleo e graxas e metais;

¢ Realizar a producdo do exoplissacarideo goma xantana em frascos agitados com meio de
cultura preparado com AP dialisada (APD) a concentracao de 100% e AP bruta em distintas
concentragdes (10, 15, 25, 50 e 100%);

e Efetuar o aumento de escala das producdes em biorreator de tanque agitado em bateladas
de 2,0 L de producéo;

e Proceder a analise gravimétrica e de viscosidade das producdes;

e Realizar microscopia eletrdnica de varredura e espectroscopia de raios x por dispersdo em
energia para a analise da superficie e da composicao elementar da goma xantana produzida;

e Realizar a Termogravimetria para determinacéo de perda de massa, faixas de temperatura e

temperatura maxima de degradacgéo térmica da goma xantana;
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e Analisar a composi¢do quimica dos produtos por Espectroscopia Raman;

e Testar a producdo de goma xantana sob as condi¢cdes de estresse alcalino, adicdo do
surfactante Triton X-100 e ambas as condi¢Ges simultaneamente; bem como proceder a
analise gravimétrica, de viscosidade, e quimica por espectroscopia no infravermelho por

transformada de Fourier dos produtos gerados;

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 AGUA PRODUZIDA

O subproduto AP é uma mistura complexa de constituintes organicos e inorganicos com
variada composi¢cdo quimica, dependendo principalmente das carateristicas geoldgicas do
reservatorio e do estagio de recuperacao de petréleo (SOSA-FERNANDEZ et al., 2018). Dentre
seus constituintes organicos, alguns podem servir como substrato a atividade microbiana:
hidrocarbonetos, possivel fonte de C (SARKAR et al., 2017); sulfato e fosforo que atuam como
macronutrientes; metais, tais como manganés, ferro e calcio, conhecidos como cofatores
enzimaticos (HAUSINGER, 2019). Por outro lado, em alguns casos, a AP pode apresentar
elevada salinidade, caracteristica deletéria a organismos nédo haléfilos.

Mundialmente, o volume de geracdo de AP &, aproximadamente, de 281,7 milhGes de
barris por dia e no Brasil de 8,6 milhdes de barris ao dia (AGENCIA NACIONAL DO
PETROLEO, 2021), considerando a producio mundial de petréleo de 2020 — 93,9 milhdes de
barris por dia (INTERNATIONAL ENERGY AGENCY, 2021), e a relacdo de 3 entre 0s
volumes de AP e petroleo (NEFF; LEE; DEBLOIS, 2011). Em 2020, o mercado global de
tratamento da AP foi de 7,65 bilhdes de dolares, projeta-se que alcance 8,1 bilhdes em 2021 e
11 bilhdes em 2026 (360IRESEARCH, 2021a). Regulagdes estritas relativas aos limites de
descarte desse subproduto levaram a um aumento da busca do desenvolvimento de tecnologias
avancadas para separacéo de dleo/adgua e para aumentar a eficiéncia da recuperacao de petréleo
(FULAZZAKY; SETIADI; FULAZZAKY, 2020).

Apesar de sistemas bioldgicos poderem ser utilizados para o tratamento da AP
(FULAZZAKY:; SETIADI; FULAZZAKY, 2020; OJAGH; FALLAH; NASERNEJAD, 2020),
poucos estudos demonstraram 0 uso desse subproduto para geracdo de produtos de valor

agregado.
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4.2 EXOPOLISSACARIDEOS

Exopolissacarideos (EPS) sdo moléculas compostas por unidades repetidas de acucares,
algumas vezes ligados a carreadores lipidicos e associados a moléculas de proteinas, lipideos,
compostos organicos e inorganicos, ions metalicos e mesmo DNA e podem ser excretados como
polimeros sollveis ou insollveis. As fungdes e papel especifico dessas moléculas dependem de
suas unidades estruturais e nicho ecolégico dos microrganismos hospedeiro (RANA;
UPADHYAY, 2020). Dentre os EPS, existem aqueles que inicialmente sdo produzidos ao longo
da fase Log de crescimento microbiano e estdo associados & membrana — capsula de EPS, e
aqueles produzidos na fase estacionaria e que se acumulam no meio de cultura e que séo
produzidos industrialmente, como a goma xantana (KORCZ; VARGA, 2021).

A excrecdo de EPS por bactérias estd relacionada a reserva energética e também a
protecdo a condi¢Bes adversas no ambiente tais como compostos toxicos, dessecacao, estresses
(incluindo desequilibrio nutricional), antibiéticos, metais e alcool (ALMANSOORY; AL-
BALDAWI; HAZAIMEH, 2020), conferindo aumento de sua habilidade de competir e
sobreviver, bem como mecanismos de adesdo, formacdo de biofilme e relagcdes simbidticas
(MATHIVANAN et al., 2021). Essas substancias possuem grande potencial biotecnoldgico nas
indUstrias farmacéuticas, de alimentos e de exploracao de 6leo e gas. EPS também podem ser
utilizados como agentes de descontaminagdo em &reas contaminadas por petroleo (LI et al.,
2021) e metais pesados (LAL et al., 2018).

4.3 GOMA XANTANA

Gomas sdo substancias organicas hidrofilicas, mas que em sua grande maioria ndo se
dissolvem em solventes organicos. Essas substancias também possuem caractetisticas de serem
ndo tdxicas, sem odor e sabor. Essas substancias podem ter origem animal, vegetal, fungica ou
bacteriana (ABU ELELLA et al., 2020). Dentre as de origem microbiana, a goma xantana tem
recebido pertinente atencdo, dada sua vasta gama de aplica¢Oes industriais (ABU ELELLA et
al., 2020).

A goma xantana € produzida por bactérias do género Xanthomonas, o qual ¢ um
representante de patdgenos vegetais. Os patovares de Xanthomonas infectam uma larga selecéo
de plantas, incluindo algumas de interesse agricola, e.g. repolho, batata e feijdes. Suas células

sdo bacilos gram negativos e dotados de um flagelo polar o qual confere motilidade as mesmas
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(ABU ELELLA et al., 2020). Fisiologicamente, a goma xantana desepenha papeis como:
protecdo contra a dessecacdo e outros estresses, protecdo a ataques de microrganismos, bem
como um fator de viruléncia, por aumentar a ligacdo dessa bactéria a superficies de plantas
através da formacao de biofilmes (BIANCO et al., 2016). Devido a suas propriedades fisico-
quimicas, a goma xantana é empregada como aditivo na industria alimenticia, de higiene,
cosméticos e farmacéutica, como estabilizante, emulsificante e espessante. Ultimamente tem
sido utilizada na inddstria petrolifera, como agente de Recuperacdo Microbioldgica Avancada
do Petroleo (MEOR) e em fluidos de perfuracdo (NIU et al., 2020), pois mesmo em baixas
concentragdes, apresenta elevada viscosidade, pseudoplasticidade e estabilidade na presenca de
sais, amplas faixas de pH e elevadas temperaturas (ABU ELELLA et al., 2021).

Historicamente, a goma xantana foi descoberta em 1950 no Northern Regional Research
Laboratory of the United States Department of Agriculture por Allene Rosalind Jeanes e seus
colaborares (JEANES et al., 1976). Essa substancia foi isolada da cepa Xanthomonas
campestris NRRL B-1459, durante as pesquisas para 0 uso e producdo de dextranas como
expansores de plasma sanguineo (AGRICULTURAL RESEARCH SERVICE U.S.
DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2017). Dadas suas propriedades reoldgicas, nao-tdxicas
e ndo alergénicas, foi aprovada como aditivo alimentar sem nenhuma restri¢do pela Food and
Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos (ABU ELELLA et al., 2020).

A cadeia principal da goma xantana consiste de unidades D-glicose ligadas nas posigdes
1 e 4 (Figura 1). As cadeias laterais de trissacarideos contém um &cido D-glicurdnico entre as
duas unidades de D-manose ligadas a posicdo O-3 de todos outros residuos de glicose na cadeia

principal.

Figura 1 - Estrutura molecular da goma xantana.
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Fonte: Adaptado de KUPPUSWAMI (2014).
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Aproximadamente metade das D-manose terminais contém residuos de &cido piravico
ligados via grupamentos ceto as posi¢des 4 e 6, com uma distribuicdo desconhecida. A presenca
de residuos de &cidos piruvico e acético (na forma de acetil) confere propriedades anibnicas a
esse polissacarideo. Ademais, acredita-se que um maior teor de residuos de &cido piravico
aumente a viscosidade (PINHEIRO et al., 2020; ROMERO-ZERON; ESPINOSA, 2020) e
estabilidade térmica das solugdes de goma xantana (DE JESUS ASSIS et al., 2014).

A principal caracteristica que déa significancia industrial a goma xantana € sua reologia
em solugdes aquosas, nas quais a goma xantana apresenta altos niveis de pseudoplasticidade —
propriedade na qual a viscosidade aparente e reduzida com o aumento da tensdo de
cisalhamento, mas tendo a capacidade de retornar a sua condicgdo inicial cessado o cisalhamento
(HABIBI; KHOSRAVI-DARANI, 2017). Essa pseudoplasticidade esta relacionada a formacéo
de ligacdes de hidrogénio no emaranhado polimérico (KUPPUSWAMI, 2014). A alta
viscosidade e a baixa tensdo de cisalhamento sdo devidas a moléculas imoveis e altamente
ordenadas no emaranhado de goma xantana. Isso faz dessa molécula um excelente espessante,
estabilizante, emulsificante e como meio de suspensdo. A desorganizacdo e alinhamento das
moléculas de xantana em direcdo a forca de cisalhamento provoca reducdo da viscosidade, a
qual quando cessada, possibilita o retorno quase que instantaneo ao estado original da solugéo
de xantana (KUPPUSWAMI, 2014).

Em 2020, o mercado global de goma xantana foi estimado em 897 milhGes de dblares e
projeta-se que alcance 1,4 bilhdes de ddlares em 2026 (360IRESEARCH, 2021b) devido a
crescente demanda por aditivos para alimentos e bebidas sem gluten, bem como por produtos
para operagdes de recuperacdo avancada de petroleo.

Atualmente o custo de producdo da goma xantana é maior do que o polissacarideos
tradicionais como amido de milho e os derivados de celulose e gomas vegetais que dominam o
mercado (KUPPUSWAMI, 2014). De uma perspectiva econébmica e ambiental, novas
estratégias nutricionais tém sido buscadas para o barateamento da producdo de goma xantana,
sendo o uso de residuos ou subprodutos industriais de baixo valor (DEMIRCI et al., 2019;
OZDAL; BASARAN KURBANOGLU, 2019) uma alternativa as fontes usuais empregadas
para producdo de goma xantana, como o xarope de milho empregado pela CP Kelco
(KUPPUSWAMI, 2014).
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4.4 ESTIMULO POR ESTRESSE ALCALINO E SURFACTANTE

Dada a importancia da goma xantana, novas estratégias de reducdo de custo, bem como
maximizacdo de producdo, tém sido buscadas. Uma possivel abordagem é o estresse fisioldgico
provocado pela exposi¢do de microrganismos a ambientes alcalinos (SAMPAIO et al., 2021),
havendo uma série de alteracdes metabdlicas como resposta emergencial a esse tipo de estimulo
(GIOTIS et al., 2008, 2010). Adicionalmente, estudos relatam uma maior producdo de goma
xantana em condi¢bes de elevado pH (MELLO et al.,, 2015; TRINDADE; MUNHOZ;
BURKERT, 2018) e tem-se tentado explorar o estresse alcalino como forma de otimizar a
producdo dessa substancia, apesar dos mecanismos de como essa producdo € induzida ainda
ndo estarem completamente elucidados (SAMPAIOQO et al., 2021).

Da mesma forma, sabe-se que o uso de detergentes pode aumentar a producdo de
metabolitos microbianos, tais como alcools graxos (LIU et al., 2020), goma xantana
(GHASHGHAEI et al., 2018), bem como a atividade enzimatica de comunidades microbianas
(YIN et al., 2019). Por esses motivos, essas substanicas tém sido empregadas como forma de
elevar os resultados de bioprocesso. E relatado que sua aplicacdo pode promover maior
transferéncia de oxigénio e, portanto, melhorar a producdo de goma xantana, bem como a
interacdo com essa substdncia pode melhorar as caracteristicas reolégicas do mesmo
(GHASHGHAEI; SOUDI; HOSEINKHANI, 2016).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 COLETA E ANALISE DA AGUA PRODUZIDA

A AP foi coletada de um campo de petrdleo carbonatico em estado de recuperagdo
priméria localizado no nordeste brasileiro. O material foi mantido em frascos de vidro
borossilicato estéreis e refrigerado a 4 °C. A AP foi entdo avaliada para mensuracdo de
pardmetros fisico-quimicos para o pH, potenciais de oxidacéo/reducdo (ORP — Oxidation and
reduction potential), salinidade, cloretos, solidos totais dissolvidos, hidrocarbonetos totais do
petréleo (TPH — total petroleum hydrocarbons), mistura complexa néao resolvida, total de 6leo

e graxas e metais. Foram utilizados os respectivos métodos padrdo para as analises supracitadas:
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SM-4500 H* B; SM-2580 B; SM-2520 B; SM-4500-CI  B; SM- 2540 C; USEPA 8015D; EPA
- 6020A (CAMPISANO et al., 2017; RICE; BAIRD; EATON, 2017).

Para a didlise da AP, foram utilizadas membranas regeneradas de celulose com limite
de retencdo do peso molecular de 1000 a 50000 pontos para a realizacdo da dialise da AP
(Spectra/Por™ 3 Dialysis Tubing 3500 Dalton MWCO, Thermo Fisher Scientific, Inglaterra)
contra AD, a qual foi trocada a cada 8 h até reducdo da condutividade a valores inferiores a 300
uS/cm (FiveEasy Benchtop FP30, conductivity Meter, Powai Mumbai, India) (PINHEIRO et
al., 2020). Ap0ds isso, a AP foi acondicionada em frascos de vidro borossilicato a 4 °C para

posterior uso.

5.2 MICRORGANISMO E PREPARO DE INOCULO

A cepa Xanthomonas campestris IBSBF 2103 foi gentilmente doada pela Escola de
Farmacia da Universidade Federal da Bahia. O procedimento para o preparo do inoculo
consistiu em inverter o contetido de um criotubo com a cultura inativa (500 puL) em 20 mL de
meio YM (JEANES et al., 1976) contido em um frasco do tipo Ernlenmeyer de 150 mL de
volume. A cultura foi entdo incubada a 28 °C e 150 rpm em um agitador horizontal orbital (New
Brunswick Scientific, Edison, New Jersey, US). Apés 32h, 10% da cultura crescida foi repicada
em novo meio YM e incubada por mais 16 h, quando entdo estava apta para 0s experimentos
de producédo de goma xantana (SAMPAIO et al., 2021).

A fim de verificar a suscetibilidade do microrganismo a AP foi realizado um teste piloto
para quantificacdo microbiana pelo método do nimero mais provavel (NMP) e visualizacdo
microscopica com laranja de acridina (CRUGEIRA et al., 2019; JARVIS; WILRICH;
WILRICH, 2010; JOHNSEN, 2010). Um inéculo (preparado como descrito acima) foi
adicionado em meio YM preparado com AP como soluto, sendo utilizado como controle meio
YM preparado com AD, as culturas foram entdo diluidas em série e incubadas a 28 °C por 120
h. Apds isso, foi realizada a quantificacdo por NMP e uma avaliagdo microscopica com laranja

de acridina. Os meios foram esterilizados por filtragem através de filtros de 0,22 pm.
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5.3 EXPERIMENTOS DE PRODUCAO DE GOMA XANTANA EM FRASCOS DE
AGITACAO

Experimentos de batelada foram realizados com triplicatas de cinco concentracdes
distintas de AP (10, 15, 25, 50 e 100% de AP), APD e o controle com AD. A produgéo foi
iniciada pelo indculo de 5 mL de cultura ativada em 45 mL de meio salino mineral modificado,
denominado MSM (DORN et al., 1974). Sua composicao inclui: (w/v): NazHPO4 (0,277 %);
KH2PO4 (0,1 %), Ca(NO3)2.4H20 (0,00713 %), (NH4)2SO04 (0,1 %), MgS04.7H20 (0,02 %),
extrato de levedura (0,05 %), sacarose (2,5 %), e GB (2,0 %).

A GB foi obtida de uma planta de producéo de biodiesel (SENAI/CIMATEC, Salvador,
BA, Brasil) e foi obtida através da transesterificacdo de 6leo de soja e gordura animal (8:2),
utilizando metoxido de sodio (0,6%) e metanol (17% em excesso). Apresentava-se amarela e
liquida a temperatura ambiente. Dependendo do grupo de estudo, esse meio foi preparado
através da dissolucdo dos constituintes em AD, AP ou APD. Apos o preparo do referido meio,
0 mesmo foi pasteurizado a 65 °C por 30 minutos e, em seguida, imediatamente resfriado a 4
°C.

A producédo de goma xantana se deu em frascos Erlenmeyer de 250 mL de volume e
contendo 45 mL de meio MSM, sob agitacdo orbital de 250 rpm (BRANDAO et al., 2013) e
temperatura de 28 + 0.25 °C em um agitador orbital pelo periodo de 120 h (126 Incubator Shaker
Series, New Brunswick Scientific, Edison, New Jersey, US). O volume de in6culo foi de 5 mL
(10% do volume final). Apéds a producéo, o contetdo de cada fraso Erlenmeyer foi centrifugado
a 10.000 x g pelo periodo de 30 minutos a 4 °C (Eppendorf 5804 R, Westbury-NY, USA).
Posteriormente, 150 mL de alcool etilico a 99,5% foi adicionado ao sobrenadante e mantido a
4 °C por 16h para insolubilizacio da goma xantana (BRANDAO et al., 2013). O material
insolubilizado foi entdo recuperado por centrifugacdo a 10.000 x g por 30 min. A goma xantana
extraida, foi entdo disposta para secagem a 30 °C até a obtencdo de peso constante, verificado
em uma balanca analitica ATY 224 (Shimadzu, Kyoto, Japan). Um esquema do processo desse

experimento esta representado abaixo (Figura 2).
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Figura 2 - Representacdo dos experimentos de producéo em frascos de agitacao.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

5.4 PRODUCAO DE GOMA XANTANA EM BIORREATOR DE TANQUE AGITADO

Apo6s os experimentos em agitador orbital, fora realizados testes de aumento de escala
de producdo em reator aerado. Foram realizadas producdes de goma xantana em meio MSM
produzido a base de agua destilada (AD) e APD. Foi utilizado um biorreator de tanque agitado
de 5L de volume SCRO05 Duo (Allbiom, Cajuru, Brasil). O indculo microbiano foi preparado
da mesma forma como descrito anteriormente. A fim de garantir a adequada aeragéo, foi
utilizado o volume final de trabalho de 2,0 L, dos quais 200 mL constituiram o inéculo
microbiano. A aeracdo foi realizada através do bombeamento de ar (3,0 L/min) previamente
filtrado em filtros de 0,22 um. A agitacdo foi mantida a 300 rpm e a temperatura a 28 + 2 °C.
Preliminarmente foram testadas bateladas com e sem correcdo de pH, por meio da injecéo
automatica de NaOH 5M estéril para manutencdo do pH em 7,0. Esse experimento preliminar
foi conduzido pelo periodo de 24 h. Os demais experimentos foram conduzidos apenas com
correcdo de pH e em bateladas de 54 h de duracéo.

O crescimento microbiano foi monitorado através da técnica do nimero mais provavel
— NMP (JOHNSEN, 2010) e a producgdo de goma xantana através de sua extragdo e posterior

pesagem. Resumidamente, o processo consistiu na coleta de 32 mL do meio de cultura com o
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auxilio de um amostrador acoplado ao bioreator e uma bomba a vacuo. Desse volume, aliquotas
de 100 uL (triplicatas) foram dispersas em 900 uL de meio de cultura YM estéril contido em
pogos de placas “deep-well” cada um com 1,6 mL de capacidade (Axygen, Inc) e diluido em
série até 1072, O meio utilizado para a técnica de NMP foi aditivado de 0,1% de
iodonitrotetrazolio (Sigma-Aldrich, San Luis, EUA) como indicador de crescimento
microbiano (CHINALIA; PATON; KILLHAM, 2008). As diluicbes que apresentaram
crescimento foram detectadas por meio da mudanca de cor do meio, de amarelo para rosa/roxo
e entdo contadas para estimar a concentracdo microbiana por NMP (JARVIS; WILRICH,;
WILRICH, 2010).

Para quantificacdo de goma xantana, aliquotas de 10 mL (triplicatas) foram dispersas
em tubos de centrifugacdo de 50 mL. O material foi centrifugado para remover biomassa e o

sobrenadante utilizado para insolubilizacdo da goma xantana como descrito anteriormente.

5.5 ANALISE GRAVIMETRICA E DE VISCOSIDADE

Apds secas, as amostras foram pesadas e acondicionadas para posterior anélise fisico-
quimicas (Microscopia eletrnica, Espectroscopias de raios X por dispersdo em energia e
RAMAN). A viscosidade foi analisada em um viscosimetro digital rotacional modelo
Brookfield MVD-8 (Marte cientifica, Santa Rita do Sapucai, Minas Gerais, Brasil). Solugdes
de 1,0% de goma xantana foram utilizadas para mensuracéo da viscosidade a 60 rpm utilizando
0s sensores de cisalhamento (spindles) 1, 2, 3 e 4 como descrito por Miladinov e Hanna (1996).
A andlise estatistica das gravimetrias e viscosidades foi realizada por meio do teste t de Student
ou por ANOVA com comparacdo multipla de tukey.

5.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E ESPECTROSCOPIA DE
RAIOS X POR DISPERSAO EM ENERGIA

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada para investigar detalhes da
superficie da goma xantana (KUMAR; SINGH; AHUJA, 2009) obtida com AP. As amostras
foram metalizadas em ouro (10 min, 2mbar) em um sistema de preparacdo Desk V (Denton
Vacuum, NJ, EUA) e foram observadas por SEM em um JSM-6610LV (JEOL Brasil
Instrumentos Cientificos, Miranddpolis, S&o Paulo) a 10 kV e magnificacdes de 100 e 2000x.

A andlise elementar das amostras foi realizada por Espectroscopia de raios X por dispersdo em
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energia (EDS) em um detector X-Max de 20 mm? (Oxford Instruments, Oxfordshire,
Inglaterra).

5.7 TERMOGRAVIMETRIA

Experimentos ndo isotérmicos foram realizados no instituto de Quimica da Universidade
Federal da Bahia — Brasil em um equipamento Pyris TGA Thermogravimetric Analyzer
(PerkinElmer, Inc) utilizando um modulo detector termogravimétrico 60H (Shimadzu, Corp)
acoplado a um analisador térmico, utilizando uma taxa de aquecimento de 10 °C/min sob
atmosfera dinamica de nitrogénio com uma taxa de fluxo de aproximadamente 20 mL/min. As
curvas de TGA e suas derivadas (dTGA) foram utilizadas para determinar a perda de massa
(em %), as faixas de temperatura (em °C), e a temperatura maxima de degradacdo térmica,
respectivamente. As massas de amostras requeridas de goma xantana produzida em biorreator
com APD e goma xantana comercial (Carboflex, Sdo Sebastido do Passé, BA, Brasil) foram de
cerca de 6,8 mg. A temperatura maxima do holder de aluminio foi de 500 °C. As curvas de
TGA foram obtidas com o Pyris software Manager (PerkinElmer, Inc) e as derivadas e graficos

foram construidos com o software OriginPro 8.5 (OriginLab Corp, Northampton, MA, EUA).

5.8 ESPECTROSCOPIA RAMAN DAS AMOSTRAS DE GOMA XANTANA

Os experimentos de espectroscopia Raman foram realizados como descrito na literatura
(SAMPALIO et al., 2020) e conduzidos e analisados no Centro de Biofotdnica da Universidade
Federal da Bahia. Foi utilizado um espectrometro Raman dispersivo (model Cora 5700, Anton
Paar GmbH, Graz, Austria) com excita¢cdo com um diodo de laser no comprimento de onda de
1064 nm, e espectrografo (espectrografo f/2 com uma grade de fase de volume altamente
eficiente e uma cdmera ultra-sensivel de detector de matriz InGaAs de 256 pixels). A resolucdo
dos espectros obtidos com as leituras variou de 12 a 17 cm™ na regido de 400 a 2000 cm™ e
poténcia ajustavel de até 450 mW do laser de saida.

A média dos valores dos espectros de cada amostra de goma xantana produzida em
frascos agitados foi utilizada para comparacao entre esses grupos e por método estatistico. A
analise por componente principal (PCA — Principal Component Analysis) foi utilizada para
identificar e quantificar diferencas nas caracteristicas espectrais relacionadas a cada producéo

de goma xantana através da avaliagdo dos vetores de carregamento do componente principal
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(loadings — caracteristicas espectrais) e as pontuagdes (scores — valor atribuido a cada loading),
como descrito na literatura (SAMPAIO et al., 2020; SILVEIRA et al., 2002). Os constituintes
analisados foram os da cadeia principal da molécula de goma xantana (glicose, manose, acido
glicurénico) e os residuos de acetato e piruvato.

O esquema geral dos testes conduzidos nesse trabalho encontra-se na figura abaixo
(Figura 3).

Figura 3 - Esquema dos testes conduzidos nesse trabalho.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

59 PRODUCAO EM CONDICOES DE ESTRESSE ALCALINO E ADICAO DE
SURFACTANTE

Os experimentos de produgéo em condigdes de estresse alcalino e o uso do surfactante
Triton X-100 foram conduzidos em frascos agitados, com 0 mesmo meio MSM e condicdes de
incubacdo descritas anteriormente. O estresse alcalino foi aplicado ap6s 96 h do inicio das
produgdes com X. campestris, por meio da alcalinizacdo até pH 9,5 com NaOH 5M estéril em

capela de fluxo laminar. Foi utilizado um pHmetro (430 pH meter, Corning, New York, USA),
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desinfeccionado com hipoclorito de sédio 2,0 % e posteriormente com &lcool 70 %. Apds o
processo de alcalinizagdo, os erlenmeyers foram devolvidos ao agitador horizontal para
completar os periodos de producédo. Preliminarmente foi verificado o efeito desse tratamento
sobre a concentracdo microbiana das culturas em meio MSM preparado com AD antes da
aplicacdo do estresse alcalino, 1 h apds a aplicacdo e ao final do processo produtivo.
Posteriormente foi testado o efeito do estresse alcalino sobre a producdo de goma xantana em
meios preparados com AD, AP e APD (SAMPAIOQ et al., 2021).

Para quantificacdo microbiana foi utilizada a técnica NMP como descrito anteriormente.
Para testar o efeito do surfactante, inicialmente foi feita uma triagem para verificar a
concentracdo méxima de Triton X-100 tolerdvel pela cepa de X. campestris. A avaliacéo foi
realizada em meio MSM modificado preparado com AD e com as concentracdes finais de
Triton X-100 de 0,1, 0,5, 1,0, 2,0 e 3,0%. O surfactante foi aplicado 24 h ap6s o inicio das
producbes com X. campestris. Apds determinar a melhor concentracdo, pelos parametros
producdo e viscosidade, passou-se aos testes com AP e APD e também a associacao simultanea

ao estresse alcalino.

5.9.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

Foi utilizado um espectrometro no infravermelho por transformada de Fourier modelo
VERTEX 70v (Bruker Corporation, Billerica, Massachusetts) para se obter a caracterizacdo da
goma xantana produzida em condicdes de estresse alcalino e adicdo de surfactante (FREITAS
etal., 2011; NEJADMANSOURI et al., 2020). As amostras secas foram dispostas no diamante
de ATR (modelo A225/Q Platinum ATR unit, Bruker Corporation, Billerica, Massachusetts) e
0s espectros obtidos em uma faixa espectral de 400 a 4000 cm™ com aquisicdo de espectros por
meio de 32 escaneamentos com uma resolucdo de 4 cm™, em temperatura de 22+ 2 °C e
umidade controlada.

A figura a seguir (Figura 4) descreve o processo e 0s grupos testados nas producdes com

estresse alcalino e adicdo de surfactante.



27

Figura 4 - Experimento de estimulo microbiano por estresse alcalino e aplicacdo de surfactante.
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Fonte: Adaptado de SAMPAIO et. al. (2021).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 CARACTERIZACAO DA AGUA PRODUZIDA

As propriedades fisicas e quimicas da AP sdo afetadas pelos aspectos geoldgicos e
geoquimicos da formacéo contendo os hidrocarbonetos, a composi¢do quimica do 6leo e fase
gasosa no reservatdrio e compostos quimicos adicionados a producdo e extragcdo. A AP contém
compostos tais como sais inorganicos, metais, radioisotopos e uma ampla variedade de
substancias organicas, primariamente hidrocarbonetos (NEFF; SAUER; MACIOLEK, 1992),
sendo bem conhecida a profusdo de ions e sais de Na, CI-, Ca, Mg, K, SO+*, Br, HCOs e I na
AP (PILLARD; TIETGE; EVANS, 1996). Foi encontrada uma salinidade de 129 g/L (Tabela

1), caracteristica possivelmente deletéria a Xanthomonas campestris (ndo haléfilo).
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Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas e determinacfes metélicas da AP.

Caracteristica Resultados
pH a 25°C 6,50
Potencial de oxidacdo/reducdo — ORP Eh (mV) 189
Cloreto (g/L) 71,4
Saédio (g/L) 13,9
Calcio (g/L) 1,64
Magnésio (g/L) 0,95
Salinidade (g/L) 129
Total de 6leo e graxas (mg/L) 7,80
Hidrocarbonetos totais de petréleo — TPH (mg/L) 3,72
Mistura complexa ndo resolvida — UCM (mg/L) 0,97
Pristano (mg/L) 0,11
Fitano (mg/L) 138
Bario (mg/L) 0,95
Manganés (mg/L) 0,43

Fonte: Autoria propria (2021).

A cultura dessa cepa, quando crescida em meio YM produzido com AP nédo apresentou
turvacdo em nenhuma diluicdo, ja o controle resultou em uma concentracdo de cerca de 10
Logio NMP. A avaliagdo microscépica por laranja de acridina mostrou células coradas de
vermelho, imdveis e em menor concentra¢do no meio contendo AP (Figura 5), ao passo que o
controle com AD (Figura 5b) apresentou células moveis em coloracdo vermelha ou verde
(Figura 5a).

O método de coloracao com laranja de acridina ndo permite informar se um MO imével
esta viavel ou ndo, porém, a observacdo de que as bactérias inoculadas no meio YM feito com
AP ndo apresentavam movimento, levou a inferir que a coloracdo vermelha nédo seria devido ao
fluéroforo intercalar em altas concentragdes de RNA e sim em ssDNA (CRUGEIRA et al.,
2019). Comparando com as bactérias do controle em meio YM preparado com AD, que
apresentavam alta concentragdo e movimento, sugere-se que a cepa de Xanthomonas
campestris ndo cresceu no meio YM feito com AP. Um trabalho de caracterizacdo de uma cepa
de Xanthomonas mostrou crescimento apenas em meios com até 3,0% de salinidade (SARKER;
SULTANA; AMINUZZAMAN, 2017), o que sugere que a alta salinidade da AP possa

interferir no metabolismo desse organismo.
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Figura 5 - Coloracdo com laranja de acridina de Xanthomonas campestris.

Culturas preparadas com AP (a) e AD (b). Fonte: Autoria propria (2021).

Outros elementos quimicos presentes na AP, tais como calcio e magnésio, sao
importantes cofatores enzimaticos (eg. 8,0 e 129 mg/L, respectivamente) e atuam positivamente
no crescimento de Xanthomonas spp. e producdo de goma xantana (ALMARZA; ROMERO,
2013; ASHOUR, 2000; GARCIA-OCHOA; SANTOS; FRITSCH, 1992; UMASHANKAR et
al., 1996). A caracterizacdo da AP (Tabela 1) mostrou a presenca de quantidades significativas
de célcio e magnésio (1,64 e 0,95 mg/L, respectivamente). Ademais, é relatado que
concentracfes de manganés de até 55 mg/L desempenham um papel protetivo contra o estresse
oxidativo (LI etal., 2011; PAPP-WALLACE; MAGUIRE, 2006). A Tabela 1 mostra a presenca
de manganés em concentracdes de 0,43 mg/L. Esse resultado sugere uma condicdo positiva
para protecdo ao estresse oxidativo eventualmente provocado por compostos organicos toxicos
presentes na AP. Ja o bario pode afetar a absorcdo microbiana de célcio e potassio (BALDI et
al., 1996), sendo deletério quando em concentra¢cdes acima de 15,68 g/L (TAKAHASHI,
DOKE, 1983), 0 que ndo é o caso da concentracdo de 0,95 mg/L detectada na AP (Tabela 1).

Os compostos organicos, representados por 6leos e graxas totais, hidrocarbonetos totais
de petréleo, mistura complexa ndo resolvida, pristano e fitano correspondem a 150 mg/L de
potencial fonte de C para Xanthomonas campestris. Publicacdes relataram a degradacdo de
hidrocarbonetos de petréleo por microrganismos (DAS; CHANDRAN, 2011; LARIK et al.,
2016; VARJANI, 2017) e identificaram cepas do género Xanthomonas em ambientes
contaminados por petréleo (GOMES et al., 2010; HERNANDEZ-RAQUET et al., 2006;
URURAHY et al., 1998) e também como capazes de realizar esse processo de biodegradacédo
(GREER; WHYTE; NIEDERBERGER, 2010; LI et al., 2000; SZULC et al., 2014; VINAS et
al., 2005; XU et al., 2014). O pristano e o fitano sdo isoprendides comumente encontrados em
6leo bruto (BROOKS; GOULD; SMITH, 1969) e embora mais recalcitrantes que outros
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alcanos (LEMKAU et al., 2010; PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2004), podem também
servir como fonte de carbono e energia para microrganismos (FAYAD et al., 1992;
GUTIERREZ, 2017; SALAM et al., 2017).

Por outra perspectiva, alguns autores relataram que hidrocarbonetos e outros compostos
lipofilicos, e.g. tetralina e tolueno, podem interagir com membranas celulares, provocando um
disturbio ou mesmo aumentando sua permeabilidade (DE SMET; KINGMA; WITHOLT, 1978;
SIKKEMA et al., 1992; SIKKEMA; JAN; POOLMAN, 1995), podendo ser hipotetizado que
esse efeito aumente a transferéncia de massa e/ou excrecdo de goma xantana por Xanthomonas
campestris. Com base no que foi explanado, a figura abaixo (Figura 6) resume hipoteses da

acao da AP sob o género da cepa em estudo.

Figura 6 - Possiveis efeitos da AP sob Xanthomonas campestris.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

6.2 PRODUCAO DE GOMA XANTANA
6.2.1 Experimentos em frascos agitados

Gravimetricamente, os rendimentos de goma xantana (Figura 7a) utilizando 10, 15 e

25% de AP ndo foram estatisticamente diferentes (11,7, 12,4, e 11,5 g/L, respectivamente).
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Contudo, a viscosidade das solugdes de goma xantana (1,0%) foram afetadas pelas altas
concentragdes de sais da AP.

Figura 7 - Producdo de goma xantana em distintas concentracfes de AP.
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Resultados da gravimetria (a), viscosidade (b) e viscosidade total por produgéo (c) das amostras produzidas em
frascos agitados. Fonte: Autoria propria (2021).

A estrutura conformacional da molécula de goma xantana é dependente de suas forcas
elestrostaticas de repulsdo/atracdo que podem ser alteradas na presenca de sais
(CARRINGTON et al., 1996; KRSTONOSIC; MILANOVIC; DOKIC, 2019; LUTFI et al.,
2019). Assim, os grupos de producdo de goma xantana que utilizaram 10, 15 e 25% de AP
resultaram em goma xantana com distintas viscosidades (263,8, 186,3 e 58,74 mPa.s),
respectivamente. Por outro lado, apesar do menor rendimento de goma xantana quando utilizada
APD (8,55 g/L), a viscosidade resultante foi de 390,9 mPa.s (Figura 7b); a qual foi

estatisticamente igual ao valor do controle produzido com AD (357,1 mPa.s). A goma xantana
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é um importante agente espessante devido a suas propriedades reoldgicas a diferentes
concentrages salinas e temperatura.

O comportamento pseudoplastico da goma xantana € um produto da sua alta viscosidade
a baixas concentracdes e inversamente dependente da tensdo de cisalhamento (HABIBI;
KHOSRAVI-DARANI, 2017; HSU; LO, 2003). E destacado que ndo somente o rendimento de
goma xantana & importante para comparacdo dos grupos de producdo, mas também a
viscosidade final das solucdes obtidas com esse produto. Por isso, foi proposto um indice de
viscosidade para melhor comparar os grupos de producdo. A viscosidade por producdo para 0s
produtos obtidos com AD, APD e AP10% foi 320, 334 e 307 mPa.s/L, respectivamente (Figura
7¢) e ndo diferiram estatisticamente entre si. Portanto, a goma xantana produzida com AD, APD
e AP10% resultou producdes com a mesma viscosidade total por L de producao. Por outro lado,
as producdes com AP15% e AP25% resultaram em 230 e 67 mPa.s/L de viscosidade por
batelada, indicando menor qualidade do produto final.

Existem vérios trabalhos que associam mudancas significativas na viscosidade de
solucgdes de goma xantana com distintos meios de producéo, variando as composi¢des de fontes
de carbono (BRANDAO et al., 2013; SILVA et al., 2009), volume de in6culo e agitacdo do
meio de producéo durante as culturas (GHASHGHAEI; SOUDI; HOSEINKHANI, 2016). Foi
demonstrada uma quantidade significativa de goma xantana sendo produzida em meio contendo
AP em um periodo de 120 h. Trindade et al. (2018) relatou rendimentos de goma xantana de
4,98, 4,55 e 4,07 g/L quando do uso de GB (5,0%) como fonte de carbono, sacarose (5,0%) ou
ambos (2,5% cada). Isso foi semelhante aos resultados obtidos em outra publicacdo
(BRANDAO et al., 2013). Maiores producdes de goma xantana estio associadas com alta
suplementacéo de fontes de carbono, tais como 10 g/L de goma xantana obtidos com o uso de
melaco de cana de agucar (MURUGESAN et al., 2012). Alternativamente, utilizando efluentes,
altos rendimentos de xantana foram obtidos quando do uso de proteina de soro do leite (8%)
(SILVA et al., 2009) ou 17,5% de melaco de beterraba (KALOGIANNIS et al., 2003).

6.2.2 Experimentos em biorreator

O experimento piloto de biorreator com e sem correcdo de pH, mostrou diferenca
significativa dessa variavel, havendo um aumento cerca de 3 vezes na producdo de goma
xantana quando do emprego da correcdo de pH com NaOH (Figura 8), indicando que esse é um

processo essencial para a maior produgéo de goma xantana pela cepa em estudo.
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Figura 8 - Teste de producdo em biorreator, com e sem corre¢do de pH em batelada de 24 h.
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Fonte: Autoria prdpria (2021).

As producdes posteriores utilizaram a correcdo de pH e sempre resultaram em
producbes de aspecto viscoso e denso, havendo além do aumento da turbidez, a aquisicdo de
cor levemente amarela no caldo de producéo (Figura 9).

Figura 9 - Aspecto do caldo de producdo.

Inicio do processo produtivo (a) e ao final do experimento (b). Fonte: Autoria prdpria (2021).

Essa coloracdo pode ser devido a formacdo de Xanthomonadina, pigmento produzido
por bactérias do género Xanthomonas, expresso normalmente em culturas produtoras de
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xantana e possivelmente superexpresso em condi¢Ges de estresse 6tico (POPLAWSKY;
URBAN; CHUN, 2000).

Né&o foram observadas mudancas significativas nas densidades microbianas (NMP)
durante as primeiras 24h de incubacdo quando utilizado o meio feito a base de AD (Figura 10).
O indculo foi preparado e utilizado ao fim do crescimento exponencial, conferindo alta carga
microbiana inicial. Esse procedimento objetivou reduzir o periodo de crescimento microbiano,
focando na producdo de goma xantana em vez do aumento da populacdo. A alta concentracédo
de indculo, associada com a baixa concentracdo de fonte de nitrogénio presente no meio de
cultura (0,212 g/L) e a alta disponibilidade de fonte de C (45 g/L na forma de sacarose, GB e
também hidrocarbonetos de petréleo) resultou na producdo prematura de goma xantana no
biorreator. Adicionalmente ao menor periodo de incubacgéo, o uso de maior carga microbiana
também contribuiu para menor formacdo de espuma dentro do biorreator sob alta agitacéo.
Outros trabalhos relataram a necessidade do uso adicional de substancias anti-espumantes
durantes as produgdes (DE JESUS ASSIS et al., 2014; FUNAHASHI et al., 1987; YANG,; LO;
MIN, 1996), mostrando uma vantagem do método produtivo utilizado nessa pesquisa.

A producdo de goma xantana é limitada pela concentracdo de nitrogénio e fornecimento
de oxigénio ao meio de producdo (AMANULLAH et al., 1998; AMANULLAH; TUTTIETT,;
NIENOW, 1998; ASHRAF et al., 1996; VUYST; LOO; VANDAMME, 1987). A concentracdo
de nitrogénio utilizada nessa pesquisa é similar ao reportado na literatura (CASAS; SANTOS;
GARCIA-OCHOA, 2000; GARCIA-OCHOA; SANTOS; ALCON, 1995; PETERS et al.,
1989; WANG et al., 2016) e foi verificada manutencdo dos niveis de saturacdo de oxigénio
durante o processo produtivo. E sugerido que o baixo crescimento e uma fase Log bem
caracterizada sejam devidos a alta carga de células utilizada no in6culo, possibilitando que o
metabolismo microbiano estivesse direcionado a producdo de goma xantana.

As taxas de producdo de goma xantana (expressas em gramas de goma xantana
produzida por litro de producgéo e a cada hora) foram de 0,23 e 0,34 g/L/h para 0s meios
preparados com AD e APD apds 54h. Em meio de producdo com substratos mais ricos que 0s
utilizados nessa pesquisa (alta concentracdo de glicose em batelada alimentada), observou-se
taxas de producdo entre 0,36 e 0,75 g/L/h (AMANULLAH; SATTI; NIENOW, 1998;
PINCHES; PALLENT, 1986; ROSEIRO et al., 1993). As producgdes de 54h em biorreator
(Figura 10) resultaram em 13,9 e 17,3 g/L de goma xantana para os meios feitos com AD e

APD, respectivamente. A goma xantana recuperada com APD resultou em cerca de 25% mais
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xantana que o controle com AD (p <0.01), revelando-se em consideravel melhoria para a
indUstria de producdo de goma xantana para aplicacdo em processos extrativos de 6leo e gés.

Sabe-se que a alta viscosidade do meio, devido ao acimulo de goma xantana, pode levar
a limitacdo no fornecimento de oxigénio e é um dos principais fatores limitantes (GARCIA-
OCHOA; SANTOS; ALCON, 1995; PETERS et al., 1989; PINCHES; PALLENT, 1986; SUH;
SCHUMPE; DECKWER, 1992). Nessa pesquisa, 0s niveis de oxigénio mantiveram-se acima
dos niveis de saturacdo, dada a alta agitacdo e injecdo de ar utilizados no processo. As
viscosidades das producGes AD e APD em biorreator (Figura 10) foram de 468 e 512 mPa.s (p
< 0,05).

Portanto, o meio de producéo feito com APD mostrou trés vantagens em relagéo ao
controle: (1) o aumento de 47,8% da taxa de producdo de goma xantana, (I1) aumento de cerca

de 9,4% da viscosidade (I1l) a reciclagem dos residuos AP e GB para producdo de goma
xantana.

Figura 10 - Producéo de goma xantana em biorreator.

a
20 r 200
13,9 g/L
- 468 mPa.s
B, s - 150
(53
=

§= Q
€ o -
2o S
@9
£
(=]
0]

0 .—I T L] T L} T L] T 0

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
Tempo (h)
b
201 **T 17,3 g/L r 200
«4[512 mPa.s [~
_ 2171
N PP .-
‘@ 154 g ;-;..f ............. 150
=% A
8z S O
€ o 10-W-100 =
x o ’ =
@ 9 A
£~ 5- L 50
(0] ’-l'l-"
fI’
0 r

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
Tempo (h)

— Logyg NMP --- Xantana (g/L) -~ O»

Bateladas em meio contendo AD (a) e APD (b). Fonte: Autoria prdpria (2021).
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Comparando as respectivas producfes obtidas em frascos agitados, observa-se que as
bateladas em biorreator resultaram em maior quantidade de goma xantana (p <0,0001),
correspondendo a aumentos de cerca de 63 e 93% para AD e APD. Esse aumento pode ter sido
devido a alta concentracdo de oxigénio dissolvido e maior transferéncia de massa dada a alta
agitacdo do biorreator (PETERS et al., 1989).

A alta concentragdo de glicose pode levar a reducgdo na producdo dos intermediarios de
goma xantana (LESSIE; PHIBBS, 1984; PINCHES; PALLENT, 1986). Por esse motivo,
frequentemente estratégias de alimentacdo sdo utilizadas na producdo de goma Xxantana
(AMANULLAH; SATTI; NIENOW, 1998; ROSEIRO et al., 1993). Utilizando 5,5% de
glicose, Perters et al. (1989) relatou producdo de 18,9 g/L. Resultados similares foram
observados com o uso de 4,0% de sacarose (CASAS; SANTOS; GARCIA-OCHOA, 2000).
Utilizando 4,5% desse substrato e uma cepa geneticamente modificada, foi relatada a producéo
de até 25g/L em bateladas de 50h (LETISSE et al., 2001). N&o obstante, alguns trabalhos
relataram a produgéo de goma xantana com 2,0% de GB como fonte de carbono, resultando em
rendimentos de 5,59 g/L em 120h de batelada (DE JESUS ASSIS et al., 2014). Maiores
rendimentos de producao foram observados apenas quando do uso de substratos mais ricos, tais
como 3% de hidrolisados de 0ssos (120 h) e alimentagdo continua em biorreator contendo meio
a 5,0% de glicose (YANG; LO; MIN, 1996). Como nessa pesquisa foram utilizados residuos
industriais (AP e GB), o processo produtivo é economicamente vantajoso em relacdo aos

descritos na literatura.

6.3 MICROSCOPIA ELETRONICA E ESPECTROSCOPIAS DE DISPERSAO DE RAIOS
X

A viscosidade da goma xantana estd diretamente associada a sua estrutura e
caracteristicas quimicas e sabe-se que ela sofre uma mudanca na sua conformacéo na presenca
de sais. A molécula passa de um formato de espiral aleatorio para uma conformacéo helicoidal,
sendo uma transformacdo tdo relevante que altera o comportamento reoldgico dos seus
hidrocoldides (BEMILLER, 2019; CARRINGTON et al., 1996; LUTFI et al., 2019;
ROCHEFORT; MIDDLEMAN, 1987; SATO; NORISUYE; FUJITA, 1984). Ademais, Cho et
al. (2015) reportou uma reducdo significativa nos parametros reologicos quando as
concentracdes de NaCl foram maiores que 0,3%, uma vez que 0s sais protegem 0S grupos
ibnicos nas cadeias laterais da goma xantana levando a uma redugdo no volume molecular
individual (SERENO; HILL; MITCHELL, 2007). Wyatt e Liberatore (2010) definiram o
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fendmeno como uma reducdo do tamanho hidrodindmico e Meyer et al. (1993) como auto
agregacdo das moléculas de xantana, reduzindo a viscosidade das solug@es. Portanto, isso pode
explicar os diferentes resultados na viscosidade obtida com o aumento da concentracdo de AP
utilizada nesta pesquisa. Além disso, como a dialise remove sais da AP, esse pré-tratamento
resulta em uma maior qualidade das solugcbes de goma xantana quanto ao aspecto de
viscosidade.

A andlise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostrou uma superficie
irregular na goma xantana produzida com AD e APD (Figura 11a, b), inferindo a similaridade

dimensional das moléculas do polimero produzido nessas duas condicdes.

Figura 11 - Microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de raios X por dispersdo em energia.
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Amostras produzidas com AD (a, d), APD (b, ) e AP10% (c, f). Fonte: Autoria prépria (2021).
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Quando a goma xantana foi obtida com AP a concentracdo de 10% (Figura 11c), essa
se encontrava preenchida com estruturas cristalinas e nas regides livres de cristais, a superficie
aparentava ser mais plana e homogénea. Essa organizacdo € um indicativo de maior
proximidade e interacdo das moléculas de goma xantana. Nesse caso, infere-se que as moléculas
estejam compactadas, o que justificaria a menor viscosidade da Xantana nessa concentracéo de
AP do que em comparacdo com AD.

A fracdo de massa de goma xantana (wt%) determinada por EDS mostrou uma menor
porcentagem de C e O e um aumento em Na, particularmente como um resultado do tratamento
AP10 %. As producbes APD e AD mostraram despreziveis wt% para Ca e Cl (Figura 11d, e),
com um aumento nesses elementos quando utilizado AP10 % (Figura 11f).

Também foi verificada a presenca do metal Mo apenas nas producdes que utilizaram
AP. A substancia molibdato de sédio € comumente utilizada como inibidor de corrosdo pela
indGstria de petréleo (KOLMAN; TAYLOR, 1993; SHAMS EL DIN; WANG, 1996;
VENNILA et al., 2019). A presenca desse elemento na goma xantana levanta a hipotese que as
ligacGes laterais do heteropolimero tenham capturado o molibdato da AP. Assim, é possivel
gue Xanthomonas campestris tenha transformado o molibdato presente na AP em outra forma
passivel de deteccdo. Embora os conteldos de C e O tenham sido similares na xantana
produzida por AD e APD, seus valores reduziram em 16% nas amostras de xantana obtidas nos
experimentos com AP 10% (Figura 12). Sais e metais também variaram nas trés producdes
avaliadas, mostrando valores 4,6 a 10% maiores para APD e AP que o controle AD,

respectivamente.

Figura 12 - Teor total de Carbono e Oxigénio e sais e metais determinado por Espectroscopia de raios X em
dispersdo de energia.
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6.4 TERMOGRAVIMETRIA

O mecanismo de decomposicao térmica da goma xantana produzida com APD pode ser
observado nas curvas de TGA/dTGA (Figura 13). A andlise das curvas indica que essa goma
xantana apresentou dois eventos térmicos, comportando-se de forma similar & goma xantana
comercial. A primeira perda de massa ocorreu entre 33,9 e 147,2 °C e correspondeu a 5,6% de
goma xantana e velocidade maxima de reducéo a 63,3 °C.

Esse evento, representado por um pico endotérmico, esta relacionado a desidratacdo da
goma xantana e a presenca de agua nas amostras pode ser atribuida a rapida aquisicdo de agua
devido a alta higroscopicidade das amostras secas. A amostra controle apresentou reducdo de
massa de 10,5 % na primeira perda (entre 32,5 e 162,6 °C), com pico em 88,3 °C. De acordo
com de Jesus Assis (2014) e Faria (2011), a goma xantana absorve agua devido a presenca de
grupamentos polares em sua estrutura, especialmente os grupos —OH. Esse resultado mostrou
que a xantana produzida com APD apresentou menor higroscopicidade em relacdo a xantana
comercial, o que pode ser explicado pelo fato da xantana produzida nesse trabalho néo ter sido
purificada, possuindo um teor de sais e metais de cerca de 20% como verificado no EDS (Figura

13), reduzindo assim a quantidade de grupamentos —OH disponiveis para hidratacéo.

Figura 13 - Termogravimetria (TGA) e suas derivadas (dTGA).
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(a) goma xantana comercial e (b) goma xantana produzida com APD. Fonte: Autoria prépria (2021).

Ademais, a goma xantana produzida com APD apresentou perdas de massa entre 204,6
—-255,1 °C (4,4 %), seguida por uma reagdo exotérmica entre 263,2 — 416 °C (30 %) com
maxima em 318 °C, na qual a dTGA indicou reducéo de -0,4 %/°C. Ao final desse evento,
houve reducdo de 44,1 % da massa inicial de goma xantana e em 500 °C, 48,9 % de reducéo da

massa inicial. O padrdo comercial apresentou segunda perda de massa a 236,5 —438 °C (48,3
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%) com maxima em 346,3 °C e o valor de dTGA indicando reducédo de 0,67%/°C nesse ponto.
Ao final desse segundo evento térmico, houve reducdo de massa de 59,8 % e em 500 °C,
reducdo de 64 % do valor inicial. As reacfes exotérmicas adicionais presentes na xantana
produzida com APD foram devido a presenca de impurezas na mesma, indicando a presenca de
sais e outras moléculas menores que o macropolimero goma xantana.

Apesar da goma xantana produzida com APD ter apresentado temperatura de reducéo
de massa menor que o controle comercial (204,6 e 236,5 °C), a afirmacdo de que isso
corresponda a uma menor termoestabilidade deve ser feita com cautela, dada a presenca de
impurezas na xantana produzida e a reducao de massa que se seguiu a 263,2 °C, contra 0s 236,5
°C do controle comercial. Pode-se afirmar que a xantana produzida em APD apresentou
termoestabilidade maior que o controle comercial, apresentando menor reducdo da massa total
ao final da analise, o que corrobora com os dados de EDS (Figura 13) que indicam maior teor
de sais e metais, indicando que apesar de menor teor de xantana, essa composicao adicional é

benéfica a estabilidade da molécula.

6.5 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Os espectros da espectroscopia Raman da goma xantana produzida por X. campestris
(SAMPAIO et al., 2020), cultivadas em meios contendo diferentes concentra¢tes de AP (Figura
14a), apresentaram picos caracteristicos dos acUcares da cadeia principal desse polissacarideo:
glicose, manose, acido glicurdnico (1090 cm™) (DORN et al., 1974; OUTUKI et al., 2016;
UNIVERSITY OF COPENHAGEN, 2020; YUEN et al., 2009); e também outros picos
relacionados a constituintes como o acetato (1459 cm™) e o piruvato (1387 cm™) (ADEBAJO
etal., 2006; DE GELDER et al., 2007; KATON; COVINGTON, 1979; SAMPAIO et al., 2020;
ZHAO et al., 2004).

As intensidades dos picos das amostras obtidas com diferentes concentragdes de AP sdo
um indicativo de que a producdo de xantana foi influenciada por essa variavel (SAMPAIO et
al., 2020). Diferencas nas intensidades dos picos em ~1010 cm™ (Figura 14b) e ~1090 cm™!
(Figura 14c), componentes da cadeia principal e piruvato, respectivamente, mostraram que as
producdes que utilizaram AP apresentaram cerca de metade da quantidade de goma xantana em
relacdo ao controle produzido com AD (SAMPAIO et al., 2020).
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Figura 14 - Espectroscopia Raman.
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a) Média dos espectros por espectroscopia Raman das amostras de goma xantana produzidas em meio de cultura
com AD (Xanthan DW), APD (Xanthan PW dialized), AP10% (Xanthan PW 10%) e AP25% (Xanthan PW 25%);
b) Intensidade dos picos caracteristicos para 0s constituintes da cadeia principal de goma xantana; c) Intensidade
do pico para piruvato. Fonte: Adaptado de SAMPAIO et. al. (2020).

No entanto, a quantidade de piruvato de sodio foi proporcionalmente maior nas
producbes com 10% e 25% de AP, mas inferior com APD. Isso indica que o uso de AP
influencia tanto a quantidade de xantana quanto a de piruvato—manose (SAMPAIO et al., 2020),
uma vez que cerca de metade das moléculas de manose terminal da goma xantana contém
piruvato (URLACHER; NOBLE, 1997).

Esses dados, analisados em conjunto com os ensaios de NMP e microscopia com laranja
de acridina, comprovam que a cepa de Xanthomonas campestris, de fato, apresenta
sensibilidade a AP bruta (sem diluicéo); apresentando menor teor de matéria organica na goma
Xantana extraida e captando grande quantidade de sais e metais (até 40%) em sua composicao,
como verificado na amostra AP10% nos experimentos de SEM e EDS (Figuras 11 e 12).

Contudo, mesmo com menor teor de goma xantana, o produto total extraido, contendo sais e
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metais, apresentou viscosidade total compativel com o controle (AD) e também com a producéo
APD, indicando o éxito de producdo de goma xantana com o retiso de AP de alta salinidade.

6.6 ESTRATEGIAS PARA ESTIMULO MICROBIANO E PRODUCAO DE GOMA
XANTANA

6.6.1 Estresse alcalino

Bactérias podem produzir EPS sob vérias condi¢6es, contudo, a quantidade, a estrutura e
os arranjos formados sdo dependentes e influenciadas pelas condi¢des nutricionais e de
producdo (XU et al., 2010). As condi¢des de estresse fisioldgico podem atuar de duas formas
diferentes na comunidade microbiana: (I) o estresse imposto pode provocar alteracdo da
concentracdo bacteriana e consequente producédo de EPS, a qual se ajusta ao novo ambiente ou
(1) a comunidade existente pode regular as vias metabdlicas como resposta ou como reacao as
mudangas de condicdo ambiental (LIU et al., 2004). O estudo apresentado nessa sessdo tem
como base o segundo principio supracitado, almejando mimetizar as ferramentas de adaptacéo
bacterioldgica a producdo industrial (SAMPAIO et al., 2021).

A quantificacdo de Xanthomonas campestris sob condicdo de estresse alcalino (Figura
15) demonstrou que apo6s a alcalinizacdo (pH 9,5) ndo houve reducédo da populacdo microbiana.
A populacéo de células vidveis permaneceu a mesma apds 1 h do estresse alcalino e apresentou-

se 16,7 % superior (p <0,01) no final da producéo.

Figura 15 - Quantificagdo microbiana antes, ap0s e ao final de um cultivo em condicéo de estresse alcalino.
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O aumento da concentra¢do microbiana de uma populagéo que ja se encontrava em fase
estaciondria (controle), possibilita inferir que o aumento do pH mudou o perfil fisiolégico da
cultura, fazendo com que as bactérias voltassem a crescer (velocidade de divisao superior a de
morte celular). Como estratégia de resisténcia a alcalinizacdo e manutencdo do pH
citoplasmatico em valores 6timos, bactérias podem aumentar a producdo de &cidos graxos
(GIOTIS et al., 2007) através da deaminacdo de aminoécidos e fermentacdo de agUcares;
aumentar a atividade de ATP sintase, a qual acopla a entrada de H* a geracédo de ATP; podem
alterar as propriedades de superficie e aumentar a expressdo e atividade de cétions
monovalentes/antiportes de H* (PADAN et al., 2005). Esses processos resultam na reducédo do
pH citoplasmatico, externo ou de ambos. Outrossim, a superexpressdo de antiportes de Na* e
H* possibilita uma série de papeis fisiologicos, incluindo a exportacdo de concentracGes ndo
desejaveis de Na*, homeostase do pH, osmoregulacao e sinalizacdo (KRULWICH, 1995).

Acredita-se que chaperonas moleculares expressas entre 15 e 30 min ap0s a exposicao
a alcalis, interajam com outras proteinas como forma de protecdo a desnaturagdo e para manter
o alto nivel de organizacdo intracelular, bem como chaperonas essenciais a processos de
redobragem de proteinas danificadas (FOLIO et al., 2004; LIU et al., 2002), proteinas
envolvidas no metabolismo e reparo de DNA, catabolismo de parede celular, biossintese de
peptidoglicano e acido lipoteicoico e proteinas de membrana, genes de estresse e genes
envolvidos em detoxificagdo e adaptacdo (GIOTIS et al., 2010).

Publicacdes relatam diferentes perfis genéticos analisados por microarranjos de DNA
de acordo com diferentes periodos de estresse alcalino, sugerindo a existéncia de regulacdo e
cascatas de respostas a alcalinizagdo em bactérias (GIOTIS et al., 2008, 2010). Uma pesquisa
relatou que o nimero méaximo de genes alterados em uma cepa de Listeria monocytogenes
ocorreu nos 15 primeiros minutos, indicando que a reorganizacdo dos padrdes de expressao
génica ocorre rapidamente apos a aplicacdo das condicdes de estresse (GIOTIS et al., 2008). O
mesmo trabalho relatou que apds 30-60 minutos as células comegam a se recuperar do estresse
inicial, mudando da resposta de emergéncia para um padrdo de longo prazo mais sustentavel
para lidar com o desafio imposto pelo alcali. Nao esta claro como ocorre a adaptacéo ao estresse
alcalino (pH 9,0) podendo estar relacionada a deplecdo de nutrientes, acidificagdo ou mudanca
para um mecanismo fermentativo mais simples (GIOTIS et al., 2008).

A mudanca mais drastica durante o estresse alcalino se da na regulacdo de genes
relacionados ao metabolismo de carboidratos. Em curto prazo (15-30 minutos) o favorecimento

de vias metabolicas que levem a rapida producgdo de acidos como mecanismo compensatorio
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ao efeito do alto pH (GIOTIS et al., 2008, 2010), codificando enzimas como piruvato
desidrogenase, succinato semialdeido desidrogenase, fosfoglicerato mutase e o sistema de
fosfotransferase de aglcares, incluindo os associados a antiportes de Na*/H*, transportadores
de solutos ligados a ATP, motilidade e viruléncia, bem como a rede de resisténcia ao estresse
¢B e sua equivalente em bactérias gram negativas. Ainda, a inducdo de genes tais como
transportadores de maltodextrina sugere que a captacdo e processamento inicial de certos
acucares é favorecida sob estresse alcalino, por serem de facil e rapida fermentacéo a fim de
originarem produtos acidos (MAURER et al., 2005). Muitas enzimas induzidas pelo estresse
alcalino sdo associadas com o metabolismo do piruvato, alanina desidrogenase, lactato
desidrogenase e piruvato formato liase, enzimas relacionadas a biossintese e a degradacdo de
valina, leucina e isoleucina, metabolismo de glicerolipideos, bem como do ciclo do &cido
citrico, proteinas de transporte e ligacéo, incluindo antiportes Na*/H* e transportadores do tipo
cassete de ligacdo a ATP (GIOTIS et al., 2008).

J& na fase de adaptacdo, a maioria dos genes relacionados ao metabolismo de
carboidratos estdo em niveis normais de expressao (GIOTIS et al., 2010), mas verifica-se
aumento da expressao (até 30 vezes) de fosfotransferases dependentes de fosfoenolpiruvato, as
quais atuam na captacdo de acUcares; bem como uma alta regulagdo de transportadores que
importam H* durante a respiracdo oxidativa quando em estresse alcalino (GIOTIS et al., 2008).
Essas mudancas de expressao podem explicar a maior producdo de goma xantana (Figura 16).

Figura 16 - Produgdo de goma xantana sob condicdo de estresse alcalino.
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a) Goma xantana; b) Viscosidade. ** p<0,01; **** p<0,0001. Fonte: Adaptado de SAMPAIO et al. (2021).

Observou-se que em meio preparado com AD, houve maior recuperagdo de goma

xantana por X. campestris (aumento de 8,97 para 11,15 g/L) representando um aumento de
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24,4%. Quando analisada a viscosidade (Figura 16b) das produgdes em estresse alcalino,
verificou-se reducdo, exceto nos testes que utilizaram APD, no qual houve aumento da
viscosidade de 390,9 mPa.s para 1030,7 mPa.s quando submetida ao estresse alcalino,
representando um aumento de 163%.

Alguns trabalhos relataram produgdo de goma xantana sob condicdes alcalinas, sendo
verificada alteragdes na quantidade e qualidade da mesma (ESGALHADO; ROSEIRO;
COLLAGCO, 1995; LEE et al.,, 2011; MELLO et al., 2015; NICHOLS; GUEZENNEC;
BOWMAN, 2005; RYE et al., 1988; TRINDADE; MUNHOZ; BURKERT, 2018). Utilizando
5 % de sacarose como fonte de C, foi relatado producdo de 16,5 g/L, representando aumento de
74,8 % de goma xantana apos 24 h em biorreator e com alcalinizacéo até o pH 12,0 (MELLO
et al., 2015), j& outro trabalho que utilizou 2,5% de sacarose e 2,5% de GB como fonte de C e
alcalinizacdo de pH 11,0, resultou em producdo de 10,78 g/L em frascos agitados,
representando aumento de 164,86 % (TRINDADE; MUNHOZ; BURKERT, 2018).

Apesar da xantana produzida nesses trabalhos continuar exibindo pseudoplasticidade, a
viscosidade foi reduzida em comparacdo ao controle. A baixa viscosidade pode ter sido devido
ao baixo peso molecular de xantana produzida em elevados pH (BORGES et al., 2009), a
compactacdo da estrutura do polimero, devido a repulsdo eletrostatica causada pelos ions
carregados positivamente (CARRINGTON et al., 1996; MELLO et al., 2015) ou a hidrdlise do
polimero. Trabalho publicado por Mello et al. (2015) sugeriu que o estresse alcalino pode
induzir as células a produzirem grande quantidade de goma xantana como mecanismo protetor
a condicdo adversa, sendo reportada morte microbiana quando utilizado estresse alcalino
elevado (pH 12), sendo observada a presenga de citoplasma vacuolado e descontinuidade de
membranas. Os resultados do estresse alcalino empregado no presente trabalho diferiram dos
relatados na literatura: foram obtidas solugdes de goma xantana com viscosidade superior ao
controle, quando utilizada APD e estresse alcalino (pH 9,5) no qual néo foi observada reducéo
da populacdo microbiana.

Acredita-se que o aumento da viscosidade com o aumento do pH (LIU et al., 2011) seja
devido ao alto nivel de ionizacdo dos grupamentos carboxilicos da goma xantana, 0 que
explicaria o resultado de maior viscosidade observado com a APD. Por outro lado, a redugéo
da viscosidade possivelmente esta relacionada a acumulacdo do alcali no polissacarideo
negativamente carregado, o que explicaria o resultado obtido com AP e AP15%. Um aspecto

interessante é que, solucdes de EPS que exibem maior viscosidade, apresentam consideravel
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tolerancia a altas temperaturas, ao aumento do pH, e a uma ampla variacdo de salinidade
(PATEL et al., 2013).

A caracterizacdo de uma comunidade microbiana baseada em floculos presente em um
ambiente hiperalcalino (CHARLES et al., 2017), mostrou que sua composi¢do tem como base
EPS contendo distintos tipos de carboidratos (sendo representados principalmente por manose),
sais, lipideos, proteinas e eDNA (DNA ambiental) criam um microambiente (pH 10,4) com
quimica distinta do ambiente externo (pH 11,0), determinando o sucesso dessa comunidade
nesse ambiente (CHARLES et al., 2017; DANG; LOVELL, 2016; KATHARIOS-
LANWERMEYER et al., 2014). Estudos sugerem que biopolimeros ricos em manose (PERRY
IV et al., 2005), como os produzidos por Xanthomonas sp., estdo diretamente envolvidos no
sequestro de espécies de calcio. Além disso, 0 eDNA presente em alguns EPS, embora de
natureza acida como resultado da ligacdo de nucleotideos a posicdo 3’ para 5° de ligagdes
fosfodiéster, tem papel no sequestro de calcio devido a sua interagdo termodinamicamente
favorével com ions célcio (CHARLES et al., 2017; DAS et al., 2014).

Acredita-se que o célcio seja um agente provocador de biofloculacao, formando floculos
de até 240 um de tamanho e seu sequestro por EPS tem como funcdo suporte estrutural ao
fléculo e como tamponante do pH (CHARLES et al., 2017). Fosfolipideos acidos também estdo
associados com membranas bacterianas alcalifilicas e podem atuar como tamponante ao pH
externo (ENOMOTO; KOYAMA, 1999). Proteinas podem cobrir as fracdes de carboidratos de
EPS e a producdo de proteinas extracelulares estd relacionada a floculacdo (HIGGINS;
NOVAK, 1997) e acdo tamponante devido a sua natureza &cida (TSUJII, 2002). Um esquema
resumido do que foi abordado e direcionado a producdo de goma xantana encontra-se na
imagem a seguir (Figura 17):
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Figura 17 - Mecanismos de estresse alcalino e seus efeitos sob a producéo de goma xantana.
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Fonte: Adaptado de SAMPAIO et al. (2021).

6.6.2 Adicao de surfactante

Acredita-se que os surfactantes possam ajudar no aumento da producdo de goma
xantana (GALINDO; SALCEDO, 1996; GHASHGHAEI; SOUDI; HOSEINKHANI, 2016;
JOHNSTON et al., 2003). Algumas propriedades dos surfactantes podem explicar esse
aumento, dentre elas: o aumento da transferéncia de oxigénio e, portanto, a melhora da
producédo de goma xantana e suas caracteristicas reoldgicas, tais como viscosidade (GALINDO;
SALCEDO, 1996; JANAS et al., 2003) e a maior producédo de enzimas hidrolisantes (ASTHER
et al., 1987; FISCHER; KLEBER, 1987). Por conseguinte, é relatado que o aumento da
permeabilidade de membrana, a modificagdo do metabolismo de lipideos e a elevacdo da
producdo enzimatica sdo alguns dos fatores que contribuem para maior secrecdo de goma
xantana por Xanthomonas campestris (ASTHER et al., 1987; FISCHER; KLEBER, 1987).

Os surfactantes afetam as membranas bacterianas e, mais especificamente, perturbam a
membrana externa menos seletiva das mesmas (ALAKOMI et al., 2000; GHASHGHAEI;
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SOUDI; HOSEINKHANI, 2016; JANAS et al., 2003) através da qual podem provocar melhor
liberacdo da goma xantana, além de poderem interagir com fosfolipideos, provocando a
expansdo de poros da membrana (GHASHGHAEI et al., 2018), bem como umectar o envelope
celular e assim melhorar a absorcéo de nutrientes (DESAI; PATEL; DESAI, 1986; MIZRAHI;
MILLER, 1969). Ghashghaei et al. (2018) relatou que esse mecanismo pode ser melhor
aplicavel a fungos e outros organismos que possuam membranas celulares espessas e
condensadas. Segundo esse autor, em bactérias Gram negativas, como Xanthomonas
campestris, a interacdo de surfactantes em suas barreiras celulares (membranas interna e
externa) normalmente resulta em dano e aumento do nivel de extravasamento de ATP e
acucares reduzidos para o0 meio de cultura.

Especula-se que ap6s haver o dano de membrana e extravasamento de compostos de
baixo peso molecular (purinas, pirimidinas, pentoses e fosfatos inorganicos) sdo seguidos pelo
extravasamento de moléculas maiores, como o ATP (JOHNSTON et al., 2003). Também foi
relatada alteracdo da morfologia de bacilo para cocobacilo (GALINDO; SALCEDO, 1996) e
reducdo de tamanho (GALINDO; SALCEDO, 1996; GHASHGHAEI et al., 2018), bem como
expansdo dos poros de membrana e formagio de micelas (GARCIA-OCHOA et al., 2000;
JOHNSTON et al., 2003), evidenciando extravasamento celular. Acredita-se que essa reducgéo
de tamanho e mudanca de morfologia possam resultar em maior taxa absorcdo de oxigénio,
dada maior éarea superficial das células (GALINDO; SALCEDO, 1996). Além disso, hipotetiza-
se que os detergentes possam interagir com a membrana celular e interferir no processo de
polimerizacdo ou excrecdo da molécula de xantana (IELPI; COUSO; DANKERT, 1993).

Alguns trabalhos relatam que surfactantes do tipo Triton sdo toxicos ao crescimento
bacteriano (GHASHGHAEI et al., 2018; JOHNSTON et al., 2003; MAKHDOUMI-KAKHKI,
2006), apesar de aumentarem a permeabilidade de membrana (ALAKOMI et al., 2000), ja
outros trabalhos mostram que esse tipo de surfactante é benéfico a producdo de metabolitos
(GALINDO; SALCEDO, 1996; JANAS et al., 2003). Foi mostrado que a aplicacdo de
surfactantes na idiofase resultou em efeito positivo, tanto na concentragcdo — com aumentos de
cerca de, 10% (GHASHGHAEI et al., 2018), 36% (JANAS et al., 2003) 50% (GALINDO;
SALCEDO, 1996), quanto na viscosidade — 10% (GHASHGHAEI et al., 2018), 200%
(GALINDO; SALCEDO, 1996) e reducdo da biomassa microbiana — 20% (GHASHGHAEI et
al., 2018), 45% (GALINDO; SALCEDO, 1996; JANAS et al., 2003). Também foi constatado
que a adicdo desses compostos na trofofase, prejudica o crescimento microbiano e a producéo

de goma xantana, mesmo em baixas concentracfes (GHASHGHAEI et al., 2018).
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A triagem da concentragdo do surfactante Triton X-100 (Figura 18a) mostrou
tolerabilidade da cepa de Xanthomonas campestris as 5 concentragcdes testadas, havendo
aumento da producdo de goma xantana em relacdo ao controle, ndo havendo diferenca
estatistica entre elas. A viscosidade da producdo com 0,5% de Triton X-100 (Figura 18b) foi
maior que a dos demais valores, aumentando de 357,1 para 906 mPa.s, indicando beneficio do
uso desse composto, para melhoria das propriedades da goma xantana ou suas solucdes
(SAMPAIO et al., 2021). Esse resultado difere dos achados de Ghashghaei et al. (2018),
evidenciando que a tolerabilidade e beneficio advindos dessas substancias variam de acordo
com o tipo de surfactante e cepa empregada, haja vista que o surfactante Triton X-100 também
foi testado em outro organismo Gram negativo (Enterobacter sp.), nas mesmas condigdes e
meio de cultura, resultando em um efeito toxico a essa ultima cepa, mesmo quando aplicado a
concentracdo minima de 0,1% (SAMPAIO et al., 2021).

Figura 18 - Triagem das concentracGes de Triton X-100 sob Xanthomonas campestris.
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Meio preparado com AD. a) produc¢do de goma xantana e b) viscosidade das solugdes. ** p<0,01; *** p<0,001;
**** n<0,0001. Fonte: Adaptado de SAMPAIO et al. (2021).

Quando testadas produc6es de goma xantana com a concentracdo de 0,5% de Triton X-
100 em AP (Figura 19), verificou-se reducédo de producdo com AP 15% e aumento com APD.
Em ambos os casos o produto gerado possuiu maior viscosidade. Hipotetiza-se que, na presenca
dos sais da AP15%, o disturbio provocado pelo Triton X-100 na membrana de Xanthomonas
tenha agravado a perda de homeostase, reduzindo assim seus processos de aquisi¢do de energia
e producdo de goma xantana, ja que muitas das enzimas responsaveis pela polimerizacao estdo
localizadas na membrana celular.



50

Figura 19 - Efeito do surfactante Triton X-100 sob Xanthomonas campestris.
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Meio preparado com AP e APD. a) producdo de goma xantana e b) viscosidade das solugdes. *** p<0,001; ****
p<0,0001. Fonte: Adaptado de SAMPAIO et al. (2021).

6.6.3 Estresse alcalino e adicéo de surfactante simultaneamente

A partir desses dados, prossegui-se a combinagdo do estresse alcalino ao surfactante
Triton X-100. A combinagdo do estresse alcalino com o uso do surfactante Triton X-100
mostrou aumento de produgdo de goma xantana em meios utilizando AD, AP15% e APD.
Porém, apenas foi verificado aumento de viscosidade nas producGes com AD e APD
(SAMPAIO et al., 2021).

A produgdo com a aplicacgdo simultanea do Surfactante Triton X-100 e da alcalinizagéo
com NaOH 5M (Figura 20a) em AD aumentou a producéo de goma xantana de 8,97 para 13,53
g/L e a viscosidade de 357,1 para 597,6 mPa.s (aumento de 51 e 67,3%, respectivamente), com

ambos 0s parametros apresentando significancia de p<0,001.
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Figura 20 - Efeito simultaneo do estresse alcalino e surfactante sob a producéo de goma xantana.
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a) Goma xantana; b) Viscosidade. **** p<0,0001. Fonte: Adaptado de SAMPAIO et al. (2021).

A producdo com AP15% aumentou de 12,37 para 23,75 g/L (aumento de 92%) e uma
significancia de p<0,0001, porém reduzindo a viscosidade do produto final. A producdo com
APD aumentou de 8,55 para 16,13 g/L e a viscosidade (Figura 21b) de 390,9 para 1135 mPa
(aumento de 88,7 e 190,4 %) com significancia de ambos de p<0,0001 (SAMPAIO et al., 2021).
Esses resultados mostram que a associagé@o do estresse alcalino e o Triton X-100 resultou no
desenvolvimento de uma tecnologia para aumento de producdo e viscosidade de goma xantana,
associando o gerenciamento sustentavel dos residuos AP e GB e possibilitando a
competitividade do mercado nacional de producdo de goma xantana (SOUZA et al., 2020).

Além do efeito do surfactante sobre o microrganismo e sua producdo, verificou-se
presenca de pequena quantidade de espuma durante o preparo de solucdes para analise da
viscosidade da goma xantana, mas nao no grupo controle que ndo possuia o Triton X-100,
tornando-se necessario discutir os possiveis efeitos desse detergente sobre as interacfes na
molécula de xantana.

Sabe-se que as interacdes entre polimeros e surfactantes sdo principalmente
eletrostaticas e hidrofobicas (TAJOURI; EL AFERNI; GUETTARI, 2016) e que a interacdo
entre um polieletrélito e um surfactante de mesma carga pode ocorrer se o polieletrélito contém
grupamentos hidrofobicos e as forcas atrativas entre eles supera sua repulsdo mdutua
(ANTHONY; ZANA, 1996; MIYAZAWA; WINNIK, 2003; WINNIK; REGISMOND;
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GODDARD, 1997). A goma xantana atua como um eletrolito e sua viscosidade ¢é altamente
dependente das forcas eletrostaticas atrativas/repulsivas (KRSTONOSIC; MILANOVIC;
DOKIC, 2019).

Com a adicdo do surfactante Triton X-100, a forca i6nica das solu¢des de xantana pode
ser alterada, neste estudo, é proposta a existéncia de possiveis interagdes: (1) a regido apolar do
surfactante interage com a regido apolar da goma xantana, havendo o seguimento hidrofilico
do surfactante livre para captar ions Na* e dessa forma reduzir a acdo dos mesmos sobre 0s
grupamentos OH" da xantana, preservando a atracdo entre as moléculas do polimero; (1) a
interagdo do seguimento apolar do Triton X-100 com a regido apolar de uma molécula de
xantana, e o grupamento hidrofilico interagindo com radicais OH" de outra molécula de xantana,
atuando como uma “cola” eletrostatica e assim aumentando as interagdes entre as moléculas de
xantana (SAMPAIO et al., 2021).

Um estudo da interagdo de surfactantes, como SDS e Tween 80, com solugdes de
polissacarideos e o efeito dessa interacdo sobre as caracteristicas dessas solugdes, relatou
mudanca nas interacdes intermoleculares e também na viscosidade, podendo haver aumento de
viscosidade quando melhorada a atrag&o entre as moléculas do polissacarideo (KRSTONOSIC;
MILANOVIC; DOKIC, 2019; ZHANG et al., 2015). A baixa viscosidade da goma xantana
produzida apenas com o0 uso do estresse alcalino levanta a hipdtese que o Triton X-100, além
de atuar diretamente sobre a melhora da producédo, também possua o efeito de restabelecer as
forcas eletrostaticas atrativas normalmente presentes em solu¢bes de goma xantana, mas
reduzidas quando do uso da alcalinizacdo (SAMPAIQ et al., 2021). Um esquema resumido do
efeito de surfactantes sobre Xanthomonas campestris e suas implica¢fes na producdo de goma

xantana encontra-se na imagem a seguir (Figura 21).
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Figura 21 - Efeito de surfactante em Xanthomonas campestris.
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Fonte: Adaptado de SAMPAIO et al. (2021).

6.6.4 Analise dos produtos por espectroscopia no infravermelho por transformada de

Fourier

Espectros de FT-IR (Figura 22) das amostras de goma xantana produzida com APD e
com uso de Triton X-100 e estresse alcalino (Figura 22b) mostram bandas que sdo referéncias
do teor de aclicar presentes nas cinco amostras, como a regido de 3300 cm™ correspondente a
grupamentos OH™ do Triton X-100 e do anel de carboidratos, presentes na maioria dos
polissacarideos e responsavel por conferir solubilidade aos mesmos (KARBOWIAK et al.,
2011).

A regido de 2928 cm™ é um indicativo de CH de grupamentos metila presentes em
hexoses como glicose e manose (CASTELLANE et al., 2017) e a regido de 1723 cm™
corresponde a carboxila ou ao alongamento de C=0 de grupamentos acetato da goma xantana
(FARIA et al., 2011). A regido de 1601 cm™ pode estar relacionada a presenca do grupo
funcional COO™ (ANJUM et al., 2015; FARIA et al., 2011) ou ao alongamento de C=0O do
Triton X-100 e no grupamento piruvato de goma xantana (KANG et al., 2019; WANG et al.,
2017, 2018). Ja as regides 1406 e 1379 cm? indicam alongamento assimétrico de
carboximetilatos da xantana (OSIRO; FRANCO; COLNAGO, 2011). As produgdes de goma
xantana oriundas de APD e APD submetida ao estresse alcalino e surfactante, apresentaram um
pico bem definido na regido de 1245 cm™, sendo um indicativo da deformagdo do acetato
(OSIRO; FRANCO; COLNAGO, 2011). Todas produgdes apresentaram o pico caracteristico
de xantana ou fingerprint localizado proximo a regido de 1024 cm™ e correspondente ao
alongamento de C-O (FARIA et al., 2011; OSIRO; FRANCO; COLNAGO, 2011). De acordo
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com dados de literatura (BANU; BABU; RAJENDRAN, 2018) e correlagdo com as amostras
tratatas com Triton X-100 e estresse alcalino (Figura 22b) e apenas com Triton X-100 (Figura
22d), ndo foram observados indicios de que a modificacao e defini¢do das bandas sejam devidas

a interferéncia espectral do surfactante.

Figura 22 - Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier.
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a) Padrdo comercial; b) APD + estresse alcalino + Triton X-100; c) APD, d) APD + Triton X-100; e) APD +
estresse alcalino. Fonte: Adaptado de SAMPAIO et al. (2021).

Foi possivel observar grande similaridade nas bandas exibidas pelo controle comercial
(Figura 22a) e as bandas das produgdes com estresse alcalino e surfactante (Figura 22b) e
apenas com APD (Figura 22¢). As mesmas bandas podem ser visualizadas nas amostras apenas
com estresse alcalino e apenas com Triton X-100. Pode-se inferir a partir dos dados de FT-IR
que, o estresse alcalino associado ao Triton X-100 é benéfico e origina um extraido com
composicao espectral melhor definida que os demais testes (SAMPAIO et al., 2021).

A fim de determinar se a interacdo do surfactante e a goma xantana por si SO
aumentariam a viscosidade, foram realizados testes do surfactante misturado a goma xantana,

constatando-se ndo haver interferéncia do mesmo, resultado também descrito na literatura
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(GALINDO; SALCEDO, 1996). Por isso, nés propomos que o inicio da interacdo da goma
xantana se dé ainda na etapa de polimerizacao e seja reduzida apds o polimero j& estar montado
(SAMPAIO et al., 2021). A associacdo do estresse alcalino e o Triton X-100 resultou no
desenvolvimento de uma tecnologia para aumento de producao e viscosidade de goma xantana
quando do uso de meio de cultura preparado com APD ou AD (SOUZA et al., 2020). Um
resumo gréfico dos efeitos positivos ou negativos das variaveis AP, APD (produc6es em shaker
e biorreator), Estresse alcalino e Surfactante Triton X-100 pode ser observado na figura a seguir
(Figura 23).

Figura 23 - Efeitos positivos ou negativos das variaveis sob os parametros avaliados no projeto de doutorado.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo desenvolveu um método bioldgico para o reaproveitamento da agua

produzida e glicerina bruta produzidas pela industria de energia visando a produgdo de goma
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xantana. Produgdes de xantana foram obtidas usando concentragbes de até 25% de agua
produzida e 4gua produzida dialisada. Bateladas de 54 h em biorreator resultaram na produgéo
de 17,3 g/L de xantana com o0 uso de agua produzida dialisada. Analises por espectroscopia de
raios X por dispersdo em energia e microscopia eletronica de varredura mostraram incorporacao
de constituintes salinos e minerais na composi¢do da xantana, os quais alteraram a reologia e
termoestabilidade da molécula. Apesar da espectroscopia Raman ter mostrado que a xantana
produzida ser espectroscopicamente similar a xantana comercial (Sigma), a intensidade do pico
de ~1090 cm™ indicou que a xantana produzida com agua destilada (padrio) apresentou um
maior teor dos constituintes de xantana (comercial) e, quando a agua produzida dialisada foi
utilizada, a xantana produzida mostrou maior teor de piruvato, sugerindo influéncia do tipo de
agua usado na composicao da xantana. A avaliacdo reologica demonstrou que as producdes
com maiores viscosidades foram aquelas obtidas com agua destilada e &gua produzida dialisada.
Contudo, a viscosidade total por L de producdo foi semelhante ao controle com o uso de 4gua
produzida diluida a 10%, o que sugere 0 uso dessa concentracdo para maximizar o
reaproveitamento desse residuo. O uso de estresse alcalino promoveu 0 aumento da producéo
de xantana e o uso de 0,5% do surfactante Triton X-100 aumentou a viscosidade das solucdes
de xantana. A associacdo do estresse alcalino com o surfactante Triton X-100 aumentou
significativamente a producdo (88,7%) e a viscosidade (190,4%) da xantana produzida por X.
campestris em meio preparado com agua produzida dialisada, produto esse possuindo todas
caracteristicas espectrais da goma xantana. Conclui-se que o método desenvolvido
“surfactant/alkali-stress” ¢ inovador, considerando-se 0 aumento de produgdo da Xantana e

melhora da viscosidade de suas solugdes.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: | formation and geo-
EOR graphical location of the reservoir influence its physical, chemical and biological characteristics. Xanthan gum
Produced water (XG), an exopolysaccharide (EPS) produced by Xanthomonas campestris, has been widely used in enhanced oil

Produced water (PW) is a by-product g d througk oil 1

tion. Geol

0“’,'::'71 recovery (EOR) technology because of its high viscosity, pseudoplastic behavior, stability in function of salinity,
zdlhu:npmmlc temperature and alkaline conditions. The production of XG may be affected by the composition of the PW, where
Ra:,m s::;uxopy the acetyl and pyruvyl radicals may be present in the mannoses. The aim of this study was to evaluate the

compaosition of XG produced by X. campestris, particularly the amount of Xanthan, acetyl and pyruvyl groups, in
culture mediums containing distilled (DW) or produced (PW) water in different concentrations, by means of
dispersive Raman spectroscopy (1064 nm). The spectra of XG showed peaks referred to the main constituents of
the Xanthan (glucose, mannose and glucuronic acid). Spectral features assigned to pyruvyl were seen in all
samples mainly at —~1010 cm ™', with higher intensity when using DW and 25% PW. PCA loadings showed that
the peaks assigned to pyruvyl are consistent to presence of sodium pyruvate (—1040/—1050 and — 1432 cm™ %)
and were higher in the samples obtained in 25% PW. ANOVA GLM applied to Raman peaks of interest (—1010
and — 1090 cm ™) and to PCA scores (Score 1 to Score 3) showed that both were influenced by the type of water
used in the culture medium, where the XG were strongly reduced in the groups PW compared to DW while the
pyruvyl content increased proportionally with the concentration of PW. The results suggest that the composition
of the water used in the bacteria’s culture medium influenced the composition of XG, including the amount of
Xanthan and particularly the pyruvyl content, and therefore needs to be considered when using this approach of
injecting XG in oil fields as pyruvyl content affects viscosity.

1. Introduction recovery process [1,2]. A large increase in water production from oil

extraction processes is observed as the reservoirs reach maturity [1,2].

There are several techniques to increase the recovery factor of
mature oil fields. The most common strategy is water injection as part
of a process known as secondary oil recovery and as well as in the
enhanced oil recovery (EOR) [1,2]. Although this practice is widely
disseminated, physical and chemical factors that characterize the re-
servoir (viscosity, adsorption, and preferential channels) interfere in the

Produced water (PW) is an undesirable by-product (wastewater)
generated by oil exploration and production activities during primary
and mainly after secondary processing, which is always present in oil
extractions [2]. It is generated when large amounts of water contained
in underground rocks are produced along with oil. It represents the
largest volume of liquid effluent in oil activities [4]. When treating the
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Abstract

New innovative technologies are required today for lowering the production costs of highly
demanded microbial exopolysaccharides (EPS). The physiological “stress™ caused by the
presence of alkaline and non-cationic surfactants (Triton X-100) in the media (alone or in
combination) may significantly increase Xanthomonas campestris and Enterobacter sp.
Production of EPS. A mineral media (MSM) was supplemented with sucrose and erude glycerin
(GB) and prepared with produced water either diluted (PW) or dialyzed (DPW) for removing
mineral salts. Under conditions of alkaline stress (pH g.5), the microbial population of X,
campesiris showed an increase in EP3 production of 16.7% (p < 0.01). The addition of Triton X-
100, however, increased the production and alzo the viscosity of the X. campestris EPS. On the
other hand, this former substance was toxic to Enterobacter sp. in the lowest concentration
tested (0.1%). The association of alkaline stress with Triton X-100 increased the production and
quality of the EPS produced by X. campestris, with maximum values of 88.72% of production
and 190.35% of viscosity in the medium prepared with DPW (P < 0.0001). The technology
developed “surfactant/alkali stress” is an innovative way of reducing production costs and

increasing the quality of EPS xanthan gum.
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DE PETROLEO”. Deposito: 14/12/2020. Instituicio financiadora: Petrogal Brasil S/A.

Resumo: A presente invencdo trata de um meétodo de producdo de goma xantana
termoviscosificante com reutilizacdo da &gua produzida e glicerina bruta, da goma xantana
termo-viscosificante produzida, de formulagéo contendo a goma xantana e seu Uso em processo
de recuperagdo avancada de petroleo. Mais particularmente, refere 0 método de producédo da

goma xantana termo-viscosificante produzida pela bactéria Xanthomonas campestris em meio
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de cultura com a utilizacdo de agua produzida de campos de petroleo e glicerina bruta (GB),
coproduto do biodiesel como fluido EOR. Refere ainda o processo para melhorar a recuperagéo
de petréleo residual em reservatérios, com aplicacdo na area de recuperacdo avancada de
petroleo (EOR), através da utilizacdo de uma formulagdo polimérica composta por goma
xantanatermo-viscosificante produzida pela bactéria Xanthomonas campestris em meio de
cultura com a utilizacdo de &gua produzida de campos de petroleo e glicerina bruta (GB),
coproduto do biodiesel como fluido EOR. A formulacdo polimérica reivindicada apresenta
comportamento pseudoplastico de afinamento por cisalhamento e capacidade de aumentar a
viscosidade em relacdo ao comportamento linear esperado na faixa de temperatura referida
(comportamento termoviscosificante). Além disso apresenta a capacidade de manter a
viscosidade constante em salinidade alta. A aplicacdo do processo proposto compete com 0
processo de injecdo de polimeros comerciais comumente utilizados, tendo como principal
vantagem ser um método de custo muito inferior e ambientalmente amigavel, além de agregar
valor a um coproduto da producdo de biodiesel (GB) produzido em grandes volumes pelas

industrias deste ramo e dar novo uso a agua de producdo de campos de reservatorio.
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Resumo: A presente invencao trata de um processo de producao de biopolimeros reutilizando
residuos industriais, através da utilizacdo de uma solucdo alcalina e de um surfactante ndo
catibnico. Mais particularmente a invencdo refere-se ao processo de producéo de polimeros de
origem microbiana com adi¢do de uma base, preferencialmente uma solugéo de NaOH, e com
adicdo de um surfactante ndo catidnico como o Triton X-100, Tween 80 ou outros, ambos
utilizados durante a producéo do biopolimero em meio de cultura contendo &gua produzida e

glicerina bruta. Mais especificamente a invencdo trata de um processo producdo de
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biopolimeros onde ocorre estimulagdo microbiana através da adi¢cdo de uma base e de um meio
contendo o surfactante, &gua produzida da industria de petroleo e glicerina bruta, em etapas
especificas de forma a aumentar a producdo da biomassa, aumentar a producdo e a qualidade
dos biopolimeros, além de forneceropgdo de uso de forma sustentavel de residuos industriais e

aumentar a viabilidade econdmica do bioprocesso de producédo de biopolimeros.



